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序章 
 
痒み (pruritus, itching) は、皮膚及び皮膚に隣接した粘膜に生じる「掻破したいという欲
望を起こさせる不快な感覚」と定義される。痒みは多くの人が経験するありふれた症状で
あり、本来、皮膚表面や表層に存在する異物を掻き動作の誘発により除去する生体防御感
覚の一つである。しかし、長く続く強い痒みは集中力の低下や睡眠障害を招き、患者の QOL
を著しく損なうこともある (1)。さらに、痒みを感じる部位を引っ掻くことにより、皮膚病
変をさらに悪化させ、起痒物質あるいは増強因子の遊離を促進し、より強い掻破行動を引
き起こすという悪循環 (itch-scratch cycle) に陥ることもあり、皮膚疾患において、痒みを軽
減することを考慮に入れた治療は非常に重要である (2)。 
一般に掻痒は、表皮真皮境界部に存在する一次感覚神経の自由終末が刺激によって活性
化されることにより発生する末梢性掻痒と、内因性オピオイドが中枢のオピオイド受容体
を介して誘発する中枢性掻痒に大別される。代表的病態としては、前者ではアトピー性皮
膚炎や蕁麻疹などの様々な皮膚科疾患に伴う共通の症状として、後者では慢性腎障害や肝
硬変などの種々の原疾患を背景として生じる。さらに、帯状疱疹後神経痛や多発性硬化症
など神経障害により生じる神経障害性掻痒、うつ病や寄生虫症妄想に伴う心因性掻痒など
も存在する (3)。 
 皮膚疾患に伴う掻痒には末梢性のものが多いが、末梢性の痒みでは、化学的あるいは物
理的刺激がニューロン C 線維の自由終末に作用し、脱分極を起こす (4, 5)。C 線維は肉体の
感覚に関する神経システムであり、末梢から中枢神経系へ刺激シグナルを伝達する求心性
線維である (6)。末梢で起こった神経興奮は、C 線維から脊髄後角で二次ニューロンに伝わ
り、脊髄視床路を上行し、大脳皮質の感覚野に伝達される。痒みの認知には、帯状回、島、
一次体性感覚野が、掻破行動には運動野と運動前野が関与しているとされる (7, 8)。痒みを
誘発する刺激としては、メディエーターによる化学的刺激と、電気的、機械的、温熱など
の物理的刺激に分類される。代表的なメディエーターの一つとしてヒスタミン (histamine) 
があり、1997 年には Schmelz らによりヒスタミン特異的なニューロン C 線維が発見された 
(4)。その他のメディエーターとしては、セロトニン (serotonin)、アセチルコリン 
(acetylcholine)、アラキドン酸代謝物であるプロスタグランジン (prostaglandin) やロイコト
リエン (leukotriene: LT) 、神経ペプチドであるサブスタンス P (substance P)、サイトカイン
であるインターロイキン (interleukin: IL) -31、神経成長因子 (nerve growth factor: NGF) 、プ
ロテアーゼ (protease)、一酸化窒素 (nitric oxide: NO) などが挙げられる (9)。 
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ヒスタミンは、アミノ酸である L-ヒスチジン (L-histidine) からヒスチジン脱炭酸酵素 
(histidine decarboxirase: HDC) によって合成される生体アミンである。1910 年に Dale らによ
り生理活性物質として発見されて以降、現在では消化管，神経，免疫系などに対し多様な
作用をもつことが明らかにされている (10)。ヒスタミンは、主にマスト細胞や好塩基球に
発現する HDC により産生され、マスト細胞や好塩基球の顆粒中に貯蔵された後、IgE 受容
体を介した抗原の結合やヒスタミン放出因子の刺激により脱顆粒とともに細胞外に放出さ
れる。また、脱顆粒とは異なるヒスタミン放出機序として、炎症刺激により HDC の活性化
が生じ、細胞内の貯蔵なしにヒスタミンが放出される機構が存在する。本機序によりヒス
タミンを放出する細胞としては、マクロファージ、好中球、T 細胞、血管内皮細胞、樹状細
胞やケラチノサイトなどが報告されている (11-13)。 
ヒスタミンには、血圧降下、血管透過性亢進、平滑筋収縮、血管拡張、腺分泌促進など
の薬理作用があり、アレルギー反応や炎症の介在物質としても働く。また、神経組織では
神経伝達物質として働き、音や光などの外部刺激や、情動、空腹、体温上昇などの内部刺
激などによっても放出が促進され、オキシトシン分泌や覚醒状態の維持、食行動の抑制、
記憶学習能の修飾などの生理機能を促進することが知られている。 
 
これまでに同定されたヒスタミン受容体は H1、H2、H3及び H4受容体の 4 種類である。
ヒスタミン受容体は 4 種類共に G タンパク質共役型受容体で、アミノ末端が細胞の外側を
向き、細胞膜を 7 回貫通し、カルボキシ末端が細胞質側に位置すると考えられている。受
容体間の相同性は概して低く、ヒスタミン受容体は異なる先祖遺伝子から進化した可能性
も示唆されるほど (14)、各ヒスタミン受容体の関与する薬理学的作用は多様である。 
H1受容体は多くの組織に普遍的に発現している。H1受容体の機能としては、アレルギー
反応や痒み反応、気管支や腸管などの血管外平滑筋収縮、血管平滑筋弛緩作用や血管透過
性の亢進、などが挙げられる。臨床においては、H1受容体拮抗薬が蕁麻疹やアレルギー性
鼻炎等のアレルギー性疾患の治療薬として広く用いられている。また、ヒスタミンは中枢
においてヒスタミン神経を介した覚醒に関与していることから、diphenhydramine などの第
一世代 (鎮静性) H1受容体拮抗薬は睡眠改善薬としても市販されている (15)。 
H2受容体は消化管、心臓、神経細胞などに分布している。H2受容体の最も重要な機能は、
壁細胞からの胃酸分泌亢進である。胃酸分泌に関与するヒスタミン貯蔵細胞はエンテロク
ロマフィン様細胞であり、胃壁細胞に存在する H2受容体の刺激により増加した cAMP が胃
内腔側にあるプロトンポンプ (H+, K+-ATPase) を活性化し、胃酸が放出される。H2受容体は
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胃以外にも、心血管系や白血球等に存在し、血管拡張作用や免疫調節作用をもつ。医薬品
としては、cimetidine や famotidine などの H2受容体拮抗薬が消化性潰瘍治療薬として用いら
れている (16)。 
H3受容体は主に中枢神経のシナプス前部に存在している。ヒスタミンへの親和性は H1及
び H2受容体と比べて 10
3以上高い。H3受容体の機能としては、ヒスタミン神経のシナプス
前自己受容体としてヒスタミンの合成及び遊離を抑制する、また、アセチルコリンやセロ
トニンなどのニューロンのシナプス前にも存在し、ヘテロ受容体として伝達物質の放出の
抑制作用も持つ。H3受容体を介した治療法は未だ確立していないが、アルツハイマー病を
始めとする認知障害やナルコプレシー、統合失調症、てんかん、神経因性疼痛などの治療
薬を目指して H3受容体拮抗薬の臨床試験が進められている (17, 18)。 
H4受容体は、2000年に同定された最も新しいヒスタミン受容体である (19)。一次構造は、
H1及び H2受容体とは 20%程度の相同性しかないものの、H3受容体とは約 35%、特に膜貫
通領域では 58%と高い相同性を有しており、H3受容体と同様に Gi/o蛋白質と共役している  
(20)。ヒスタミンへの親和性もH3受容体と同様、H1, H2受容体と比べて 10
3
~10
4も高い (21)。
しかし、組織発現の分布は H3受容体とは異なり、胸腺や脾臓などの免疫組織での発現が多
く、また T リンパ球、樹状細胞、単球、マスト細胞、好中球などの免疫系細胞においても
発現が認められている (22-25)。これらの発現部位や、H4受容体が炎症細胞の機能やサイト
カイン産生を調整するという報告が複数存在することから (26-28)、H4受容体は抗炎症、抗
アレルギー薬の標的分子として期待がもたれ、複数の製薬企業により創薬を目指した研究
が行われている (29)。in vivo における H4受容体選択的拮抗薬を用いた検討や、H4受容体ノ
ックアウトマウスを用いた検討より、大腸炎・アレルギー性結膜炎 (30)、アレルギー性鼻
炎 (31)、気管支喘息 (32)、アレルギー性皮膚炎 (33, 34)、掻痒反応 (35) や、関節リウマチ
(36, 37)などの病態における H4受容体の関与が示唆されている。 
 これらの疾患の中で、アトピー性皮膚炎を始めとする難治性掻痒性疾患は有効な治療薬
が少ないためアンメットメディカルニーズが高く (38)、H4受容体拮抗薬の抗掻痒効果は特
に注目を集めている。そこで、本研究では、難治性掻痒性疾患における H4受容体の機能に
焦点を当て検討した。第 1 章では、マウスアトピー性皮膚炎モデルにおける H4受容体拮抗
薬の有効性の検討を行った。第 2 章では、H4受容体拮抗薬による抗掻痒作用発現の機序に
関する検討を、マウス急性掻痒モデルを用いて行った。さらに第 3 章では、表皮ケラチノ
サイトに発現する H4受容体を介した機能に関する検討を行った。 
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第 1 章 マウスアトピー性皮膚炎モデルにおける 
H4受容体拮抗薬の有効性の検討 
 
H4 受容体の関与が明らかになりつつある炎症・アレルギー疾患の中で、特に喘息や皮膚
炎の動物モデルにおいて、免疫系細胞数やサイトカイン産生量の変化への H4受容体の関与
が報告されている。そのため、炎症における古典的なヒスタミンの機能のみならず、炎症
の維持にもヒスタミンが H4受容体を介して関与していることが考えられている。また、前
述したように、近年 H4受容体が掻痒性反応に関与していることを示す報告も複数されてい
る。    
H4 受容体の関与が示唆される疾患の一つであるアトピー性皮膚炎は、皮膚炎、痒みと肌
の乾燥を主症状とする疾患である。アトピー性皮膚炎の患者数は先進国を中心として近年
増加傾向にあり、世界の子供の 20%以上が罹患しているとの報告もある (39)。また、難治
性である成人型のアトピー性皮膚炎患者の割合も高まってきている (40)。そして、アトピ
ー性皮膚炎患者の 80%以上が日常で痒みを感じているという報告もあり (41)、痒みを制御
することはアトピー性皮膚炎の病態解明と治療面において極めて重要である。アトピー性
皮膚炎の痒みの特徴としては、健常人では感じない軽微な刺激に対しても容易に痒みが誘
発されることや (アロネーシス)、健常人では痛みとなる刺激が痒みとなること (ハイパー
ネーシス) などが挙げられる (42)。そして、この痒みに対しては各種治療が行われている
が、メカニズムの解明が進んでいないこともあり、治療に苦慮する場合が多い (43)。 
 現在、アトピー性皮膚炎患者の治療としては、ガイドラインに沿いながら、皮膚の炎症、
掻痒、乾燥に対する治療、悪化因子の除去、心理的アプローチや生活指導などが行われて
いる (44)。治療薬としては、主に各種合成ステロイド及びタクロリムス等の外用剤が使用
されている。しかし、ステロイドには感染症や副腎皮質機能抑制、眼合併症、リバウンド
現象などの副作用が、タクロリムスには感染症や発がん作用などの重篤な副作用発現が懸
念されるため (45, 46)、小児及び長期間の使用が制限されており、安全性の面で問題を抱え
ている。また、ステロイドは強力な抗炎症作用を示すものの、抗掻痒作用は弱い可能性も
指摘されている (47)。従って、アトピー性皮膚炎を始めとする慢性掻痒性皮膚疾患に対す
る、有効かつ安全な治療薬が求められている。 
アトピー性皮膚炎患者の皮膚では、健常人と比べヒスタミン量が増加していることは古
くから知られているが (48)、いわゆる抗ヒスタミン薬と呼ばれる H1受容体拮抗薬は、アト
ピー性皮膚炎や乾皮症などの慢性掻痒性皮膚疾患において有効性が低いことが報告されて
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いる (49)。近年の EBM 研究においても、アトピー性皮膚炎治療おける H1受容体拮抗薬の
使用はエビデンスが低く、欧米のアトピー性皮膚炎の治療ガイドラインでは、抗ヒスタミ
ン薬の治療価値は主にその鎮静作用にあり、鎮静作用のない抗ヒスタミン薬は、アトピー
性皮膚炎に対してわずかな効果しかない、とする考えもある (50)。一方、この鎮静作用は、
副作用として問題となることがある。H1 受容体拮抗薬の鎮静作用には、一般的に知られて
いる眠気の他、認知機能の低下などのインペアードパフォーマンスと呼ばれる自覚しにく
い感情表出があり、これに起因する作業能率の低下などを懸念する声が上がっている (51)。
これらは覚醒中枢である脳内 H1受容体を遮断することに起因し、fexofenadine をはじめとす
る非鎮静性とされる第二世代の抗ヒスタミン薬の使用においても、人によってはインペア
ードパフォーマンスが生じてしまう (52)。このように H1受容体拮抗薬の使用には多くの問
題点が存在する。 
そのような中、マウスにおいて H4受容体作動薬 clobenpropit が痒みを誘発し、H3/4受容体
拮抗薬 thioperamide がその痒みを抑制することが 2004 年に報告され (53)、H4受容体が痒み
受容体として掻痒反応に関与している可能性が高まった。さらに 2007 年、H4受容体選択的
拮抗薬 JNJ7777120 および H4受容体ノックアウトマウスによりヒスタミンあるいは H4受容
体作動薬誘発掻痒が抑制される一方で、H1 受容体拮抗薬はほとんど抗掻痒効果を示さない
ことが報告され (35)、H1受容体拮抗薬抵抗性の痒みにはヒスタミンが H4受容体を介して関
与している可能性が考えられた。従って、これまでヒスタミン以外の痒みメディエーター
が関与するとされてきた H1受容体拮抗薬抵抗性の痒みについても、H4受容体を介したヒス
タミンの関与を再考すべきであると思われる。 
本章では、マウスアトピー性皮膚炎モデルにおける H4受容体拮抗薬の有効性の検討を行
った。まず第 1 節では、ヘアレスマウスに対して 2, 4, 6-trinitrochlorobenzene (TNCB) を反復
塗布し、アトピー性皮膚炎のモデルマウスの作成を試みた。続いて第 2 節では、このモデ
ルに対する H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 の抗掻痒、抗炎症作用の検討を行った。 
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第 1 節 マウスアトピー性皮膚炎モデルの作成 
 
1. 実験方法 
1) 使用動物 
 雌性ヘアレスマウス Hos:HR-1 (6週齢；星野試験動物飼育所) を用いた。恒温 (221°C)、
恒湿 (605%)、定時照明 (7:00~19:00) の一定環境の飼育室で、飼料は MF-1 (オリエンタル
酵母)を与え、水道水を自由摂取させた。動物は 1 週間の予備飼育の後に実験に供した。な
お、この研究は千葉大学動物実験委員会の承認を得て行った。 
 
2) 使用試薬 
 2, 4, 6-trinitrochlorobenzene (東京化成工業) 
Acetone : olive oil = 3 : 1 溶液で溶解し用いた。 
 Diethyl ether (Wako) 
 Mouse IgE ELISA Quantitation Set (Bethyl) 
 Enzyme Substate, TMB (Bethyl) 
 UltraPureTM Tris (Invitrogen) 
 Sodium chloride (Wako) 
 Tween 20 (Nacalai tesque) 
 Bovine serum albumin (BSA) - ELISA grade (SIGMA) 
 Sulfuric acid (Wako) 
 
3)  TNCB 反復塗布によるアトピー性皮膚炎様マウスモデルの作成  
1.0% TNCB 溶液 100 μl を後背部にエーテル麻酔下にて塗布し、感作を行った。Nil 群には
acetone : olive oil = 3 : 1 溶液を同量塗布した。7 日後以降、TNCB 溶液 50 μl を週 3 回、計 8
週間にわたりエーテル麻酔にて後背部に塗布した。Nil 群には acetone : olive oil = 3 : 1 溶液
を同量塗布した。 
 
4)  掻破行動の測定・解析 
 掻痒測定装置 MicroAct (Neuroscience) は、帝人ファーマ株式会社より貸与いただいた。 
測定は 2 週に 1 回行い、TNCB 塗布後 0~2, 24~26, 48~50 hr 後の掻破行動を測定した。測
定前日に、マウス後肢足蹠背部の皮下にテフロンで被覆した専用マグネットを麻酔下、注
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射針 (18 G) (TERUMO) を用い挿入した。測定当日、マウスは観察用アクリルチャンバーで
1 hr 馴化させた。その後、麻酔下で TNCB 塗布を行い、Nil 群には acetone : olive oil = 3 : 1 溶
液を同量塗布した。塗布後すぐに観察用アクリルチャンバーにマウスを移し、2 hr の掻破行
動を MicroAct を用い測定した。24, 48 hr 後の観察も、1 hr の馴化後に、2 hr の測定を行った。 
 Inagaki らの方法に従い (54)、3 回以上連続する後肢の動きを掻破行動として検出するた
めに、抽出する波形の特徴は 0.05 V 以上の振幅を有する連続波形のうち 5～20 Hz の周波数
を持ち、0.25 sec 以上連続するものとした。なお 0.05 sec 以上離れた波形は連続していない
掻破とみなした。抽出した波形を掻破行動とし、痒みの定量指標として用いた。また、抽
出した波形のうち Peak 値が 0.5 以上のものは、偽陽性のカウントとして掻破回数から除い
た。 
 
5)  採血 
 Day 1, 15, 29, 43 の掻破回数の測定後に、眼窩採血を行った。全血を 1 hr 放置後、1,000 G、
4°C で 20 min 遠心した。血清を分取し、-20°C で保存した。 
 
6)  ELISA による total IgE 測定 
 Mouse IgE ELISA Quantitation Set (Bethyl) のプロトコールに基づき、室温にて以下の操作
を行った。 
 ELISA 用 96-well plate (住友ベークライト) に affinity purified antibody 1 μl を coating buffer 
100 μl に加え混和したものを 100 μl 加え、室温で 1 hr インキュベートした。Wash buffer で
洗浄後、blocking solution 200 μl を加え、4°C で一晩インキュベートした。洗浄後、standard 
(Mouse IgE calibrator を sample/conjugate diluent で希釈)、血清サンプル (sample/conjugate 
diluentで希釈) 100 μlを加え、室温で 1 hr インキュベートした。洗浄後、HRP conjugated mouse 
IgE detection antibody を、各 well に 100 μl ずつ加え、室温で 1 hr インキュベートした。洗浄
後、TMB peroxidase substrate, peroxidase solution B (H2O2) を同量混和し、各 well に 100 μl 加
えた。室温で遮光下にて 15 min インキュベーションし、その後 stop solution を加えて反応を
停止し、マイクロプレートリーダー Multiscan JX (Labsystems) にて波長 450 nm における吸
光度を測定した。 
  サンプルの total IgE 濃度はスタンダードの吸光度より作成した標準曲線を基に算出した。 
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ELISA 溶液組成 
 Affinity purified Mouse IgE Coating Antibody 
 Mouse IgE Calibrator 
 HRP Conjugated Mouse IgE Detection Antibody 
 ELISA Coating Buffer (pH 9.4) : Carbonate-Bicarbonate Buffer Capsule  
 ELISA Wash Solution (pH8.0) : 50 mM UltraPureTM Tris, 0.14 M NaCl, 0.05% Tween 20  
 ELISA Blocking Solution (pH8.0) : 50 mM UltraPureTM Tris, 0.14 M NaCl, 1% BSA  
 Sample/Conjugate Diluent : 50 mM UltraPureTM Tris, 0.14 M NaCl, 1% BSA, 0.05% 
Tween 20 
 Enzyme Substate, TMB : TMB Peroxidase Substrate, Peroxidase Solution B (H2O2) を同
量混和 
 ELISA Stop Solution : 0.18 M H2SO4  
 
7) 統計処理 
統計処理ソフト Stat Light 1997 (Yukms) を用い、2 群検定には Student’s t-test、多群検定に
は Dunnett 法を用いて検定を行った。なお、p<0.05 を統計学的有意と判定した。 
 
 
2. 結果 
TNCB 塗布直後の 0-2 hr においては、掻破回数の増加は非常に大きかったが、個体差も大
きく、塗布日数の経過による掻破回数の増加は見られなかった (Fig. 1-1-a)。一方、塗布翌
日の 24-26 hr においては、塗布日数の経過に合わせた掻破回数の増加が見られ、day 42 にお
いては Nil 群と比較して有意な増加となった (Fig. 1-1-b)。48-50 hr においては、Nil 群と比
較して掻破回数の増加は見られたが、掻破回数自体が少なく、日数の経過による増加も確
認できなかった (Fig. 1-1-c)。 
  血清 IgEレベルにおいては、TNCB塗布によりday 15から有意な増加が認められた (Fig. 
1-2) 。 
  TNCB 塗布により、マウス背面において、乾燥及び発赤の症状が若干見られたが、症状は
進行せず、擦傷や組織損傷なども認められなかった。 
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Fig. 1-1 Changes in scratching behavior induced by repeated application of TNCB.  
The number of scratching was counted for 2 hr at a) 0 hr, b) 24 hr and c) 48 hr after application of 
TNCB or aceton/olive oil (3:1) (Nil) on day 0, 14, 28 and 42. Values represent the mean±S.E.M. 
(n=6-8). *p<0.05, ***p<0.001 compared with the corresponding value in the Nil group (Student’s 
t-test).  
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Fig. 1-2 Changes in total IgE levels induced by repeated application of TNCB. 
Blood was collected on day 1, 15, 29 and 43. Values represent the mean±S.E.M. (n=6-8).
 ***
p<0.001 
compared with the corresponding value in the Nil group (Student’s t-test). 
 
 
 
 
0 
500 
1000 
1500 
2000 
2500 
1 15 29 43 
T
o
ta
l 
Ig
E
 (
n
g
/m
l)
 
Days 
Nil 
TNCB 
*** 
*** 
*** 
- 15 - 
 
第 2 節 マウスアトピー性皮膚炎モデルにおける 
H4受容体拮抗薬の有効性の検討 
 
1. 実験方法 
1) 使用動物 
 第 1 章 第 1 節に従った。 
 
2) 使用試薬 
 アレグラ®錠 60 mg (Sanofi Aventis) 
 JNJ7777120 (SIGMA) 
 Dexamethasone (SIGMA) 
 Hydroxypropyl-β-cyclodextrin (SIGMA) 
 10% Formalin neutral buffer solution (Wako) 
 0.1 M Phosphate buffer (PB) (pH 7.4) 
0.2 M の NaH2PO4・2H2O (Wako) と Na2HPO4・12H2O (Wako) を混合し蒸留水で希
釈して使用   
 Sucrose (SIGMA) 
 Optional cutting temperature (OCT) compound (SAKURA) 
 Mayer’s Hematoxylin solution (Wako) 
 0.5% Eosin Y Ethanol solution (Wako) 
 0.05% Toluidine Blue Solution (pH 4.1) (Wako) 
 Xylen (Wako) 
 99.5% Ethanol (Wako) 
 Entellan new (MERCK) 
 2-Metrcaptethanol (GIBCO) 
 Agarose (Wako) 
 Ethidium bromide (Wako) 
 6×Loading dye (TaKaRa) 
 100bp DNA Ladder RTU (Gene DireX) 
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 Primer (SIGMA) 
Mouse IL-4: (F) CCAGCTAGTTGTCATCCTGCTCTTCTTTCTCG 
           (R) CAGTGATGTGGACTTGGACTCATTCATGGTGC 
Mouse GAPDH: (F) AACGACCCCTTCATTGAC       
              (R) TCCACGACATACTCAGCAC 
なお、その他の試薬は第 1 章 第 1 節に従った。 
 
3)  Fexofenadine hydrochloride の抽出 
 アレグラ®錠を乳鉢、乳棒を用い十分に粉砕し、methanol を加え十分に攪拌した。5,000 G、
4°C で 5 min 遠心を行い、その上清を採集した。その後、上清を遠心エバポレータにて蒸発
させ、得られた粉末を fexofenadine hydrochloride とした。この粉末は HPLC にてシングルピ
ークを示すことを確認した。 
 
4) 掻痒モデルマウスの作成 
  TNCB1.2%溶液 100 μl を後背部に塗布して感作を行った (day -7)。Nil 群には acetone : olive 
oil = 3 : 1 溶液を同量塗布した。7 日後 (day 0) 以降、TNCB1.2 %溶液 5 μl/g を週 3 回、計 9
週間塗布した。Nil 群には acetone : olive oil = 3 : 1 溶液を塗布した。Day 62 に、掻痒回数及
び皮膚炎スコアがなるべく均等になるように、TNCB 塗布マウスを n = 8×6 群に群分けした。 
 
5)  薬物投与 
JNJ7777120, fexofenadine, dexamethasone を、5 週間にわたり (day 63-99) 連日経口投与 
(p.o.) した。なお、薬物は 20% hydroxypropyl-β-cyclodextrin に溶解して用いた。試薬投与と
並行して TNCB 1.2 %溶液 5 μl/g を週 3 回塗布し、TNCB 塗布日には、塗布 20 min 前に薬物
投与を行った。 
 
6)  掻破行動の測定 
モデル作成中の day 1, 29, 43, 57 及び薬物投与中の day 64, 78, 92, 99 に、塗布後 24-26 hr
の掻破行動の測定を行った。測定開始 20 min 前に薬物投与 (p.o.) を行った。その他の方法
は第 1 章 第 1 節に従った。 
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7)  皮膚炎スコアの測定 
  モデル作成中の day 1, 8, 29, 43, 50, 57 及び試薬投与中の day 57, 64, 71, 78, 85, 92 に、皮膚
炎スコアの測定を行った。ヒトのアトピー性皮膚炎の臨床症状における 4 項目の評価基準 
(浮腫、発赤・出血、擦傷・組織欠損、痂皮形成・乾燥) に基づいて、以下のように 0~3 の 4
段階の評点化を行い、各項目の評点を合計し (Max:12)、皮膚炎スコアとした。 
  
①浮腫：誘発部位である後背部の浮腫を定性的に観察 
麻酔下において、後背部中央部皮膚を摘み上げ、ダイヤルシックネスゲージを用いて測
定した。 
0：0.85 mm 未満 
1：0.85 mm 以上~1.05 mm 未満 
2：1.05 mm 以上~1.25 mm 未満 
3：1.25 mm 以上 
 
②発赤・出血：誘発部位の発赤及び出血症状を観察 
0：誘発部位に発赤及び出血症状が認められない状態 
1：誘発部位に局所的に認められ、連続的な擦傷に伴う出血が認められない状態 
2：誘発部位に散在的に認められるか、連続的な擦傷を伴う発赤及び出血症状が認められ
る状態 
3：誘発部位に全体的に認められるか、連続的な擦傷が広範囲に広がり、発赤及び出血症
状が認められる状態 
 
③擦傷・組織損傷：誘発部位の擦傷及び組織欠損症状を観察 
0：誘発部位に擦傷及び組織損傷が認められない状態 
1：誘発部位に局所的に認められ、連続的でない擦傷が認められ、組織欠損は認められな
い状態 
2：誘発部位に散在的に認められるか、小規模に連続的な擦傷が認められ、組織欠損は認
められない状態 
3：誘発部位に全体的に認められるか、連続的な擦傷が広範囲に広がり、組織欠損が認め
られる状態 
 
- 18 - 
 
④痂皮形成・乾燥：誘発部位の痂皮形成及び乾燥症状を観察 
0：誘発部位の痂皮形成及び乾燥症状なし 
1：誘発部位に局所的に認められ、誘発部位の皮膚がわずかに白色化、角質の剥離がわず
かに認められる状態 
2：誘発部位に散在的に認められるか、明らかに角質の剥離が認められる状態 
3：誘発部位に全体的に認められるか、明らかに角質の剥離が認められる状態 
 
8)  採血 
 Day 57, 99 の掻破回数の測定後に、眼窩採血を行った。その他の方法は第 1 章 第 1 節に
従った。 
 
9)  ELISA による total IgE 測定 
  第 1 章 第 1 節に従った。 
 
10)  Hematoxylin eosin (HE) 染色及び toluidine blue (TB) 染色 
①皮膚切片の作成 
Day 99 に犠殺したマウスより背部皮膚を採取し、10% formalin neutral buffer solution で固
定した。4˚C にて、0.1 M PB 中 10% scurose で 4 hr、20% scurose で 4 hr、その後 30% scurose
で一晩、サンプルを洗浄、脱水した。サンプルをアルミホイル製包埋容器に O.C.T. compound
とともに包埋し、‐80˚C で凍結保存した。Cryostat 2800 Frigocut-E (Leica) を用いて 10 μm
の凍結切片を作成した。スライドガラスに切片を貼り付け、一晩置いた。 
 
②HE 染色 
切片を水洗して、O.C.T. compound を除去した。Hematoxylin 溶液に 10 min 浸した後に、
流水 (30-40℃) で 5 min 間水洗 (色出し) した。その後、eosin 溶液に 10 min 浸した。95% 
ethanol で分別・脱水 (10 回くらい出し入れ) を 3 回行った。続いて 99.5% ethanol で分別・
脱水を 3 回行った。その後、xylen 透徹 (出し入れしつつ 3 min) を 3 回行い、entellan new
で封入した。 
 
③TB 染色 
切片を水洗して、O.C.T compound を除去した。TB 液に 10 min 浸した後に、軽く水洗し
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た。その後、95% ethanol で分別・脱水を 3 回行った。続いて 99.5% ethanol で分別・脱水を
3 回行った。その後、xylen 透徹を 3 回行い、entellan new で封入した。 
  
11)  マスト細胞数の測定 
TB 染色を行った皮膚切片の向きを揃え、顕微鏡による撮影を行った。Photoshop にて画
像の補正を行い、マスト細胞の数を目視で 2 回カウントし、平均値を算出した。 
 
12) マウス組織からの RNA 抽出および精製 
 RNeasy Mini Kit (QIAGEN) のプロトコールに基づき行った。Day 99 に犠殺したマウスよ
り背部皮膚を採取し、-80°C で保存した。解凍後、約 30 mg を切り出し、Bufffer RLT 中にて
ハサミで細切後、ホモジナイズした。その後、15,000 rpm で 3 min 遠心し、上清を新しいマ
イクロチューブに移した。 
 70% ethanol を加え混和した後、RNeasy スピンカラムに移し 10,000 rpm, 20°C で 15 sec 遠
心した。さらに Buffer RW1、Buffer RPE で洗浄後、カラムを乾燥させ、RNase free water を
添加して RNA を溶出した。RNA の定量は吸光度計 (BIO-RAD Smart SpecTM3000) により行
った。 
 
13) 逆転写反応 
 RT 反応では、PrimeScript RT reagent Kit (TaKaRa) を用いた。5×PrimeScript Buffer 4 μl、
PrimeScript RT Enzyme MixⅠ1 μl、Oligo dT Primer 1 μl、Random 6 mers 1 μl ずつを含むマス
ターミックスを調整し、RNA template を 200~500 ng 加え、RNase free H2O で全量を 20 μl と
した。TaKaRa Thermal Cycler (TaKaRa) にて以下の条件で反応を行った。 
      37°C 15 min → 85°C 5 sec → 4°C  
 
14)  PCR 反応 
PCR 反応では、Premix Taq Takara Ex Taq Ver. (TaKaRa) を用いた。PCR buffer に逆転写し
て得た cDNA 3 μl、Premix 7.5 μl、forward, reverse primer を各 0.6 μl ずつ加え、滅菌 MilliQ 水
で全量を 15 μl とした。TaKaRa Thermal Cycler にて以下の条件で反応を行った。 
Mouse IL-4:  
95°C 5 min95°C 45 sec, 60°C 30 sec, 72°C 30 sec 72°C 5 min 
 
35 cycles 
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Mouse GAPDH: 
94°C 5 min95°C 45 sec, 58°C 30 sec, 72°C 30 sec 72°C 7 min 
 
 
15) 電気泳動 
 増幅 DNA サンプルを 3%アガロースゲルにアプライして 100 V の定電圧で電気泳動を行
い、ゲルを ethidium bromide により染色した後、UV トランスイルミネーターによりバンド
を確認した。 
 
16) 臓器重量測定 
 Day 99 に犠殺したマウスより脾臓および胸腺を採取し、体重で除して評価した。 
 
17) 統計処理 
統計処理ソフト Stat Light 1997 を用い、2 群検定には Student’s t-test、多群検定には Dunnett
法または Mann–Whitney test を用いて検定を行った。なお、p<0.05 を統計学的有意と判定し
た。 
 
 
2. 結果 
実験工程を Fig. 1-3 に示した。 
TNCB の反復塗布により、塗布後 24 hr において経日的に掻破行動の増加が認められた 
(Fig. 1-4)。また、アトピー性皮膚炎様の皮膚炎も引き起こされ、皮膚炎スコアの経日的な増
加が見られた (Fig. 1-5)。 
皮膚炎スコアは、day 63 からの薬物投与により、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 (10 and 30 
mg/kg) 投与群において改善作用が見られたが、dexamethasone 及び H1 受容体拮抗薬
fexofenadine 投与群においては改善作用が見られなかった (Fig. 1-6, 1-7)。 
掻破行動については、JNJ7777120 (30 mg/kg) 投与群においては day 78から、dexamethasone
投与群においては day 92 から有意な抑制作用を示した。一方で、fexofenadine による抑制作
用は見られなかった (Fig. 1-8)。 
TNCB 塗布による血清 IgE レベルの上昇は、各薬物の連日経口投与により抑制され、特に
dexamethasone 投与群において有意であった (Fig. 1-9)。 
35 cycles 
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TNCB の連日塗布により、マウス皮膚中のマスト細胞数は有意に増加し、JNJ7777120 (30 
mg/kg) 投与群において、この増加が有意に抑制された (Fig. 1-10)。 
TNCB 塗布により、Th2 サイトカインである IL-4mRNA 発現の増加が見られ、JNJ7777120 
(30 mg/kg) および dexamethasone の投与群において、減少傾向が認められた (Fig. 1-11)。 
TNCB 塗布により、脾臓重量の増加傾向が見られた。JNJ7777120 及び fexofenadine 投与によ
る脾臓重量の変化は見られなかったが、dexamethasone 投与により、Vehicle 群と比較して重
量は有意に減少した。胸腺重量については、TNCB 塗布により有意な減少が見られたが、
dexamethasone 投与群においてはさらに著しく減少し、Vehicle 群との間に有意な差が認めら
れた (Fig. 1-12)。 
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Fig. 1-3 Experimental schedule used for elicitation of atopic dermatitis-like skin lesions and 
administration of drugs. 
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Fig. 1-4 Changes in scratching behavior induced by repeated application of TNCB.  
The number of scratching was counted for 2 hr at 24 hr after at TNCB challenge on day 1, 29, 43 
and 57. Values represent the mean±S.E.M. (n=50-52). *p<0.05, **p<0.01 compared with day 1 
(Dunnett’s test).  
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Fig. 1-5 Changes in clinical score of skin symptoms induced by repeated application of TNCB.  
Skin score was measured at 24 hr after TNCB challenge on day 1, 9, 29, 43, 50 and 57. Values 
represent the mean±S.E.M. (n=52). ***p<0.001 compared with day1 (Dunnett’s test).  
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Fig. 1-6 Surface features (A) and a section of back skin stained with HE (B).  
Hairless mice were sensititized with 100 μl of 1.2% TNCB over the entire back skin, and then 50 
μl/10 g body weight of 1.2% TNCB solution or acetone/olive oil (3:1) (as a negative control) was 
repeatedly applied to the same site three times a week, from day 0 to day 98. Each drug was 
administered orally once daily from day 63 to day 99. This photograph of the mice was taken on day 
99. a) acetone/olive oil (Nil), b) TNCB-treated (Veh), c) JNJ7777120 (10 mg/kg), d) JNJ7777120 
(30 mg/kg), e) fexofenadine (60 mg/kg) and f) dexamethasone (3 mg/kg). 
 
 
a)                          b)                          c) 
d)                          e)                           f) 
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Fig. 1-7 Effects of JNJ7777120, fexofenadine and dexamethasone on clinical score of skin 
symptoms induced by repeated application of TNCB.  
Each drug was administered orally once daily from day 63 to day 99. Skin score was determined at 
24 hr after application of TNCB. The score for the Nil group remained 0. Nil; acetone/olive oil, Veh; 
TNCB-treated (Veh), JNJ10; JNJ7777120 (10 mg/kg), JNJ30; JNJ7777120 (30 mg/kg), Fex; 
fexofenadine (60 mg/kg) and Dex; dexamethasone (3 mg/kg). Values represent the mean±S.E.M. 
(n=7–9). 
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Fig. 1-8 Effects of JNJ7777120, fexofenadine and dexamethasone on scratching behavior 
induced by repeated application of TNCB. 
Each drug was administered orally once daily from day 63 to day 99. The number of bouts of 
scratching behavior was counted for 2 hr at 24 hr after TNCB challenge. Veh; TNCB-treated (Veh), 
JNJ10; JNJ7777120 (10 mg/kg), JNJ30; JNJ7777120 (30 mg/kg), Fex; fexofenadine (60 mg/kg) and 
Dex; dexamethasone (3 mg/kg). Values represent the mean±S.E.M. (n=7–9). *p<0.05 compared with 
each corresponding value on day 57 (Mann–Whitney test). 
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Fig. 1-9 Effects of JNJ7777120, fexofenadine and dexamethasone on total serum IgE level.  
Blood was collected on days 57 and 99. Veh; TNCB-treated (Veh), JNJ10; JNJ7777120 (10 mg/kg), 
JNJ30; JNJ7777120 (30 mg/kg), Fex; fexofenadine (60 mg/kg) and Dex; dexamethasone (3 mg/kg). 
Values represent the mean±S.E.M. (n=7–9). *p<0.05 compared with the Vehicle group (Dunnett's 
test). 
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Fig. 1-10 Effects of JNJ7777120, fexofenadine and dexamethasone on the number of mast cells 
in the skin. 
Nil; acetone/olive oil, Veh; TNCB-treated (Veh), JNJ10; JNJ7777120 (10 mg/kg), JNJ30; 
JNJ7777120 (30 mg/kg), Fex; fexofenadine (60 mg/kg) and Dex; dexamethasone (3 mg/kg). Values 
represent the mean±S.E.M. (Nil n=4, Veh, JNJ, Fex, Dex n=7–9). 
##
p<0.01 compared with the Nil 
group, 
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p<0.05 compared with the Vehicle group (Dunnett's test). 
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Fig. 1-11 IL-4 mRNA expression in the skin.  
Expression of IL-4 mRNA was determined by RT-PCR. The 3% agarose gel was loaded with 10 μl 
of ampliﬁed product. Nil; acetone/olive oil, Veh; TNCB-treated (Veh), JNJ10; JNJ7777120 (10 
mg/kg), JNJ30; JNJ7777120 (30 mg/kg), Fex; fexofenadine (60 mg/kg) and Dex; dexamethasone (3 
mg/kg) (n=1). 
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Fig. 1-12 Effect of JNJ7777120, fexofenadine and dexamethasone on the spleen weight ratio 
(A) and thymus weight ratio (B) in the mice.  
Nil; aceton/olive oil, Veh; TNCB treated (Veh), JNJ10; JNJ7777120 (10 mg/kg), JNJ30; JNJ7777120 
(30 mg/kg), Fex; fexofenadine (60 mg/kg) and Dex; dexamethasone (3 mg/kg). Values represent the 
mean±SEM (Nil n=4, Veh, JNJ, Fex, Dex n=7-9).
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考察 
 
アトピー性皮膚炎は、代表的な掻痒性疾患である一方で有効な治療薬は少なく、アンメ
ットメディカルニーズが高い疾患である (55)。アトピー性皮膚炎は強い痒みを伴い、掻破
することによって皮膚炎が増悪するが、掻破を防止することができれば、皮膚炎症状は改
善するとされる。これまで、アトピー性皮膚炎の掻痒治療には抗ヒスタミン薬として H1受
容体拮抗薬が用いられてきた。しかし、その効果は弱く、ステロイド剤などの補助として
用いられることが多かった。一方、H4受容体に関しては、in vivo における検討において、
H4受容体拮抗薬がヒスタミンによる掻痒を抑制し、その効果は H1受容体拮抗薬より強いこ
と (35, 53)、Th2 タイプの掻痒を抑制すること(33)、遅延性接触性皮膚炎において掻痒、皮
膚炎を抑制すること (34)、などが報告されている。そのため、H4 受容体拮抗薬のアトピー
性皮膚炎などの掻痒性疾患に対する有効性については特に注目を集めている (56)。また、
ヒト CD4+ T 細胞が H4受容体を発現し、Th2 優位な状況で発現が増強することや、アトピー
性皮膚炎患者において CD4+T 細胞上での H4受容体が増加していること (57)、H4受容体の
遺伝子多型とアトピー性皮膚炎が関連していること (58) なども報告されている。これらの
報告からも、H4 受容体拮抗薬が新たなアトピー治療薬の有効な候補の一つであると考える
ことができる。 
掻痒はアトピー性皮膚炎における有用な標的となると考えられるが、掻痒発現の機序に
ついては不明な点が多く残されている。そのため、アトピー性皮膚炎に伴う掻痒の発現機
序の解析に有用な病態モデルの確立は、新しい治療戦略の構築、特に掻痒の克服に役立つ
と考えられる。実験動物を用いた病態モデルの作成は、病態の特徴を実験動物に再現する
ことであるが、全ての特徴を再現するモデルを作成することは困難であり、一般的にはい
くつかの特徴のみが再現される。アトピー性皮膚炎の病態モデルとして代表的なものは、
ハプテン反復塗布モデル (59, 60)、アトピー性皮膚炎様症状自然発症モデル (NC/Nga マウ
ス) (61)、ダニ抗原反復塗布による NC/Nga マウス皮膚炎モデル (62) などである。 
今回、我々はヘアレスマウスに対してハプテンである TNCB を反復塗布することにより
アトピー性皮膚炎モデルマウスを作成した。ハプテンとは単独では免疫系に認識されない
不完全抗原であり、タンパクなどの巨大分子に結合することによって完全抗体となり、免
疫応答を誘発する低分子化合物である。ハプテンをマウスの皮膚に塗布すると、皮膚から
浸入する過程でタンパクと結合し、これが抗原提示細胞に取り込まれ、リンパ節に運ばれ
て、ハプテンを認識するリンパ球を活性化すると考えられている。初回塗布時には皮膚炎
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を生じないが、数日後に再度塗布すると皮膚炎が惹起される。皮膚の腫脹は誘発直後には
認められないが、徐々に出現し、24～48 時間後に極大となることから遅延型反応と呼ばれ
る。遅延型反応では Th1 細胞が重要な役割を演じ、臨床では接触皮膚炎としてアトピー性
皮膚炎とは区別されるが、反復塗布することによって反応の特徴が変化し、次第に Th2 優
位な反応へ移行する。この Th2 優位な背景を持つ皮膚炎は、慢性掻痒を伴い、血清 IgE の
上昇、Th2 サイトカインの上昇、マスト細胞数の増加などのヒトにおけるアトピー性皮膚炎
の特徴の一部を再現することができるとされている (63, 64)。我々は、このモデルを用いて
H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 の抗掻痒並びに抗炎症作用の検討を行った。 
第 1 節の検討より、TNCB 塗布翌日の 24-26 hr において塗布日数の経過に合わせた掻破回
数の増加が見られたため、薬物による抗掻痒作用の検討には、24-26 hr の掻破回数の抑制の
有無を用いることとした。また、第 1 節で用いた 1.0%の TNCB 濃度では、皮膚炎症の進行
が弱かったため、第 2 節の検討においては、TNCB 濃度を 1.2%に上げ、塗布量を 5 μl/g に
増量して検討を行った。そして、第 2 節の検討においては、TNCB 塗布 9 週目にモデルの完
成とし、day63 より薬物投与を開始した。 
JNJ7777120 は連続経口投与により掻痒の有意な抑制作用を示した。掻痒の抑制は、まず
ヒスタミンによる痒みを抑制したことによると考えられるが、本検討において、H1 受容体
拮抗薬である fexofenadine は抑制作用を示さなかった。この傾向は、同じく TNCB 塗布モデ
ルにおいて H1受容体拮抗薬である chlorpheniramine, cyproheptadine 及び methysergide のいず
れもが抗掻痒作用を示さなかった (64) との報告や、アトピー患者における痒みに対する抗
ヒスタミン薬の効果の欠如の報告と一致している。よって、本モデルにおいて産生された
ヒスタミンが誘発する掻痒に対しては、H1受容体ではなく H4受容体が関与している可能性
が示唆された。 
また、同様の TNCB 塗布モデルにおいて neurokinin-1 (NK-1) 受容体拮抗薬が掻痒を有意
に抑制した (64) とする報告がなされている。NK-1 受容体はサブスタンス P の受容体であ
り、サブスタンス P は、表皮における掻破刺激により、C 線維末端から放出されることが知
られている。表皮に遊離されたサブスタンス P は、C 線維の NK-1 受容体を介して、直接的
に痒みを引き起こすほか、真皮表層のマスト細胞やケラチノサイトに作用して、ヒスタミ
ンや LTB4などのメディエーター遊離や NO 産生を誘導し、間接的にも痒みを引き起こすと
考えられている。そのため、本検討における JNJ7777120 の抗掻痒作用が、サブスタンス P
誘発の掻痒を抑制したことによる可能性が示唆された。そこで次章では、JNJ7777120 のサ
ブスタンス P 誘発掻痒に対する抑制作用についてさらに検討することとした。 
- 34 - 
 
JNJ7777120 の連日投与により、皮膚炎スコアにおいても改善が見られた。これには、掻
痒の減少により爪による擦傷が減ったことや、マスト細胞の誘導を抑制できたことが要因
として考えられた。また、TNCB 塗布モデルが Th2 タイプであるとされる要因の一つに、
Th2 サイトカインの増加が認められるという点があるが、我々の検討においても TNCB 塗
布により皮膚組織中の IL-4 mRNA 発現の増加が認められた。そしてこの増加は、JNJ7777120
及び dexamethasone の投与により減少する傾向が見られた。一方、Th1 サイトカインである
IFN-γ については、TNCB 塗布あるいは薬物投与による明らかな影響は見られなかった (data 
not shown)。これまで、皮膚炎モデルを用いた複数の文献において、H4受容体拮抗薬が IL-4
や IL-6 などの Th2 サイトカインを抑制し、IFN-γ などの Th1 サイトカインには抑制しない
こと、H4受容体作動薬は Th1 誘導因子である IL-12 を抑制したこと (33, 34)、などが報告さ
れている。これらの報告から、H4 受容体には Th1/Th2 バランスの調節機能を持つことが推
測され、今回の検討においても、JNJ7777120 の連続投与により Th2 への局在化が抑制され
たことが、皮膚炎症状の改善につながったと考えられる。 
マスト細胞については、TNCB 塗布による細胞数の有意な増加と JNJ7777120 投与による
有意な減少が認められた。マスト細胞数の抑制により、ヒスタミンや IL-4 をはじめとした
アレルギー疾患に関わるメディエーターの放出量が減少すると考えられる。マスト細胞と
H4 受容体については、H4受容体拮抗薬がマウスのマスト細胞の脱顆粒を抑制したという報
告もあり (65)、本検討においては H4受容体拮抗薬によるマスト細胞数の減少と脱顆粒抑制
の両者が、痒みや炎症の抑制に寄与したことが推測される。 
また、TNCB 塗布により血清 IgE 値の上昇が見られたが、アトピー性皮膚炎患者の重症度
が血清 IgE 値と相関することはよく知られている。IgE は皮膚バリア機能異常によりアレル
ゲンに繰り返し皮膚が曝露されたることにより産生され、T 細胞の活性化などを介して、皮
膚炎の増悪因子となると考えられている。今回、IgE レベルは、各薬物の投与により TNCB
塗布に伴う増加が抑制された。この抑制には、IgE 産生誘導で中心的な働きをする IL-4 の皮
膚内産生量が薬物投与により減少したこと、さらに JNJ7777120 投与群においては、掻破行
動の抑制に伴い皮膚バリア機能が改善されたことも要因であると考えられる。 
JNJ7777120 が掻痒と皮膚炎スコアの双方に改善作用を示したのに対し、dexamethasone 投
与群においては、掻痒は有意に抑制されたものの、皮膚炎スコアの改善は見られなかった。
Dexamethasone 投与群においては、マスト細胞数や IL-4 についても抑制作用が見られ、掻痒
の抑制はこれらの免疫システムの抑制作用によるものであると考えられた。一方で、皮膚
炎スコアが改善されなかった要因としては、ステロイドの長期投与による皮膚委縮などの
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副作用によることが考えられた。表皮の菲薄化は浮腫のスコアを減少させたが、真皮の血
管が浮き出ることによる皮膚の発赤や、皮膚の菲薄に伴う出血傾向及びに擦傷・組織損傷
の増加は、発赤・出血、擦傷・組織損傷のスコアを悪化させた。そのため、総合スコアと
しては改善が見られない結果となった。Dexamethasone 投与群においては、脾臓や胸腺の重
量減少といったステロイドによる免疫毒性と推測される影響もみられた。一方で、
JNJ7777120 や fexofenadine 投与群においてはそのような影響は見られなかった。 
 
本検討において、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 は、Th2 タイプのアトピー性皮膚炎モデル
において、免疫毒性を示すことなく有意な抗掻痒効果と抗皮膚炎効果を示した。そしてそ
の効力は、H1受容体拮抗薬 fexofenadine や、抗炎症ステロイド薬である dexamethasone より
も強いものだった。実際のアトピー性皮膚炎患者の病態は、マウスモデルに見られるよう
な単純な Th1/Th2 コンセプトのみで解き明かされるものではないと考えられ、さらなる研
究が必要であるが、アトピー性皮膚炎の新たな治療薬としての H4受容体拮抗薬の有用性が
示唆された。 
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小括 
 
 ヘアレスマウスに対する TNCB の反復塗布により、経日的に掻破行動及び皮膚炎スコ
アの増加が見られ、アトピー性皮膚炎モデルマウスの作成に成功した。 
 
 H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 (30 mg/kg) 及び dexamethasone (3 mg/kg) は、連日投与によ
りマウス掻破行動を有意に抑制作用した。一方で、H1受容体拮抗薬 fexofenadine (60 
mg/kg) は抑制作用を示さなかった。 
 
 皮膚炎については、JNJ7777120 (10 and 30 mg/kg) 投与群において改善作用が見られた
が、dexamethasone (3 mg/kg) 及び fexofenadine (60 mg/kg) 投与群においては改善作用が
見られなかった。 
 
 TNCB 塗布により血清 IgE レベルが上昇し、各薬物の連日経口投与により上昇が抑制さ
れた。 
 
 TNCB 塗布により Th2 サイトカインである IL-4 mRNA 発現が増加し、JNJ7777120 (30 
mg/kg) および dexamethasone (3 mg/kg) 投与群において、減少傾向が認められた。 
 
 TNCB 塗布に伴うマウス皮膚中マスト細胞数の有意な増加は、JNJ7777120 (30 mg/kg) 
投与により有意に抑制された。 
 
 Dexamethasone 投与群に見られた、免疫毒性と推測される脾臓や胸腺重量の減少は、
JNJ7777120 及び fexofenadine 投与群においては見られなかった。 
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第 2 章 H4受容体拮抗薬による抗掻痒作用発現機序に関する検討 
 
痒みの研究は、痒みが主観的な感覚であることから、以前はほとんどヒトで行われてき
た。現在ヒトでの痒みの評価には、Visual analogue scale (VAS) や Numerical rating scale (NRS) 
などの簡便な評価の他、Verbal descriptor scale (VDS) や Behavioral rating scale (BRS) などが
用いられているが (66)、いずれも患者の主観的評価を基に測定しており、個人差が大きい。
また、倫理上の問題からも痒みの詳細な発生機序の解明ができず、一方で動物での評価法
や研究に有効な動物モデルの欠如から、掻痒研究は非常に遅れていた。そのような中、1995
年に Kuraishi らにより、マウスにおいて後肢による掻き動作を痒みの指標とする方法が見い
だされた (67)。痒みの表現系に引っ掻き行動があり、この行動が動物における痒み関連動
作の一つであることを示したのである。以来、種々の痒みの動物モデルが報告されてきた。 
起痒物質を用いた掻痒モデルマウスを作成する場合、痒みは皮膚表層に起こる感覚であ
ることから、起痒物質はできるだけ皮膚表層に限局して投与することが望ましい。皮内注
射は投与量をコントロールするのが最も容易であるため、マウスにおいては繁用されてい
る方法である。本章の実験でも、起痒物質としてはヒスタミン、セロトニン、プロテアー
ゼ活性化受容体 (protease-activated-receptor: PAR)-2 作動薬である SLIGRL 及びサブスタン
ス P を用い、皮内注射にて使用した。 
セロトニン (別名 5-hydroxytriptamine: 5-HT) は、ヒスタミンと同じアミン類の内因性の
起痒物質である (68)。主に血小板に含有されるセロトニンは、健常なヒトにおける起痒作
用は弱い (69)。一方でマウスにおいては、マスト細胞にも含有されており、掻痒行動を引
き起こす作用が強いことが知られている。5-HT2受容体作動薬である α-methylserotonin の皮
内投与がマウスにおいて掻破行動を誘発し、5-HT1/2 受容体拮抗薬である methysergide と
cyproheptadine が、セロトニン及び α-methylserotonin 誘発の掻痒を有意に抑制したことから 
(70)、セロトニン誘発掻痒の一部は、皮膚内の 5-HT2受容体を介していると考えられる。 
PAR は PAR1-4 の 4 種類が知られているが、トリプシン (trypsin) などで活性化される
PAR2 の掻痒への関与が近年明らかにされ (71)、痒みメディエーターとしてのプロテアーゼ
の役割が注目されている。PAR2 は C 線維やケラチノサイトにおいても発現が確認されてお
り、アトピー性皮膚炎の病態にも関与していることが推測されている (72, 73)。C 線維上の
PAR2 は、マスト細胞の脱顆粒により産生されるトリプターゼ (tryptase) や、ケラチノサイ
トから産生されるトリプシンにより活性化を受け、掻痒を伝達する (74)。また、ヒト皮膚
のマスト細胞には PAR2 が発現しており、その刺激によりヒスタミンが脱顆粒されることが
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報告されている (75)。そして、マウスにおける検討では、SLIGRL 誘発掻痒を H1受容体拮
抗薬である pyrilamine が抑制しなかったという報告がある (76)。 
 サブスタンス P は末梢から中枢神経系に至るまで広く分布するアミノ酸 11 個の神経ペプ
チドであり、ヒトやマウスへの皮内投与で痒みを誘発することが報告されている (77)。サ
ブスタンス Pは、C線維上に発現するNK-1受容体を介して直接的に掻痒を引き起こす他に、
軸索反射により神経原性炎症を惹起し、掻痒を増悪させる。また、マスト細胞上の NK-1 受
容体に作用して脱顆粒を誘発する他 (78)、ケラチノサイト上の NK-1 受容体を介して LTB4
や NO を遊離させ (79, 80)、間接的にも掻痒を引き起こすことが知られている。掻痒性疾患
におけるサブスタンス P の関与については不明な点が多いが、NK-1 受容体拮抗薬である
aprepitant がアトピー性皮膚炎患者の痒みを抑制したという報告もあり (81)、今後の研究の
さらなる発展が望まれている。 
第 1 章で詳述したように、近年、H4 受容体が掻痒反応に関与していることが示唆されて
いるが、H4受容体を介した掻痒誘発の作用点やメカニズム、また H1受容体拮抗薬抵抗性の
痒みを含めた様々な掻痒モデルに対する H4受容体拮抗薬の効果についてはほとんど明らか
にされていない。そこで本検討では、各種起痒物質によるマウス掻破行動に対する H4受容
体拮抗薬の作用を検討することで、H4受容体拮抗薬の抗掻痒作用の機序解明を試みた。 
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1. 実験方法 
1) 使用動物 
 ICR 系雄性マウス (5 週齢；SLC) を用いた。なお、飼育条件等は第 1 章 第 1 節に従っ
た。 
 
2) 使用試薬 
 Histamine (Wako) 
 5-Hydroxy tryptamine hydrochloride (Wako) 
 SLIGRL-NH2 (スクラム㈱にて合成) 
 Substance P (ペプチド研究所) 
 Carboxymethyl cellulose (SIGMA) 
なお、その他の試薬は第 1 章 第 1 節及び第 2 節に従った。 
 
3)  Fexofenadine hydrochloride の抽出 
第 1 章 第 2 節に従った。 
 
4) 掻痒モデルマウス作成及び薬物投与 (経口投与試験)  
 掻破行動測定の 2 日前に、頸部背側をエーテル麻酔下においてバリカンで毛刈りをし、
測定前日にマウス両後肢足蹠背部皮下に専用マグネットを麻酔下、注射針を用い挿入した。 
 マウスを観察用アクリルチャンバーで 1 hr 馴化後、起痒物質投与の 20 min 前に 10 ml/kg
の用量にて fexofenadine または JNJ7777120 を各濃度で経口投与 (p.o.) した。なお、試薬は
20% hydroxypropyl-β-cyclodextrin に溶解、または 0.5% carboxymethyl cellulose に懸濁して用
いた。Vehicle 群には同量の vehicle を投与した。 
 起痒物質としてhistamine (300 nmol/20 μl/site)、serotonin (100 nmol/20 μl/site)、 SLIGRL  (75 
μg/20 μl/site) 及び substance P (100 nmol/20 μl/site) をエーテル麻酔下、皮内投与 (i.d.) にてマ
ウスに処置した。なお、起痒物質は saline に溶解して用いた。投与後すぐに、観察用アクリ
ルチャンバーにマウスを移し、30 min の掻破行動を Micro Act を用い観察した。 
 
5) 掻痒モデルマウス作成及び薬物投与 (皮内投与試験) 
  マウスを観察用アクリルチャンバーで 1 hr 馴化後、JNJ7777120 (0.3, 1.0 μmol/site) 及び 
substance P (100 nmol/site) を計 50 μl の用量にて、エーテル麻酔下、同時に皮内投与 (i.d.) し
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た。なお、薬物は 20% hydroxypropyl-β-cyclodextrin に溶解して用いた。Substance P 無処置群
及び vehicle 群には同量の 20% hydroxypropyl-β-cyclodextrin を投与した。投与後すぐに、観
察用アクリルチャンバーにマウスを移し、1 hr の掻破行動を MicroAct を用い観察した。 
 
6) MicroAct による掻破行動の解析 
 第 1 章 第 1 節に従った。 
 
7) 統計処理 
第 1 章 第 1 節に従った。 
 
 
2. 結果 
Histamine により誘発したマウス掻破行動を、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 (3, 10 mg/kg) は、
用量依存的かつ有意に抑制した。H1受容体拮抗薬の fexofenadine は抑制傾向を示したが、有
意なものではなかった (Fig. 2-1)。 
Serotonin 誘発掻痒に対しては、JNJ7777120 及び fexofenadine は抑制作用を示さなかった 
(Fig. 2-2)。 
SLIGRL 誘発掻痒に対しては、JNJ7777120 (3, 10 mg/kg) は抑制傾向を示したが、
fexofenadine は抑制作用を示さなかった (Fig. 2-3)。 
  また、JNJ7777120 (30 mg/kg) は、経口投与により substance P 誘発のマウス掻破行動を用
量依存的かつ有意に抑制したが、fexofenadine は抑制作用を示さなかった (Fig. 2-4)。この
substance P 誘発掻痒に対して、JNJ7777120 (0.3 μl/site) は皮内投与によっても有意な抗掻痒
作用を示した (Fig. 2-5)。 
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Fig. 2-1 Effects of JNJ7777120 and fexofenadine on scratching behavior induced by histamine. 
Histamine (300 nmol) was injected intradermally into shaved skin on the back of each mouse. 
Immediately after the injection of histamine, scratching events were counted for 30 min using 
MicroAct. JNJ7777120 or fexofenadine was administered orally 20 min before the pruritogen 
injection. Veh; histamine-treated (Veh), JNJ3; JNJ7777120 (3 mg/kg), JNJ10; JNJ7777120 (10 
mg/kg), Fex30; fexofenadine (30 mg/kg) and Fex150; fexofenadine (150 mg/kg). Values represent 
the mean±S.E.M. (n=4). *p<0.05 compared with Vehicle (Dunnett’s multiple comparisons). 
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Fig. 2-2 Effects of JNJ7777120 and fexofenadine on scratching behavior induced by serotonin. 
Serotonin (100 nmol) was injected intradermally into shaved skin on the back of each mouse. 
Immediately after the injection of serotonin, scratching events were counted for 30 min using 
MicroAct. JNJ7777120 or fexofenadine was administered orally 20 min before the pruritogen 
injection. Veh; serotonin-treated (Veh), JNJ10; JNJ7777120 (10 mg/kg), JNJ30; JNJ7777120 (30 
mg/kg) and Fex60; fexofenadine (60 mg/kg). Values represent the mean±S.E.M. (n=8).  
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Fig. 2-3 Effects of JNJ7777120 and fexofenadine on scratching behavior induced by SLIGRL. 
SLIGRL (75 μg) was injected intradermally into shaved skin on the back of each mouse. 
Immediately after the injection of SLIGRL, scratching events were counted for 30 min using 
MicroAct. JNJ7777120 or fexofenadine was administered orally 20 min before the pruritogen 
injection. Veh; SLIGRL-treated (Veh), JNJ10; JNJ7777120 (10 mg/kg), JNJ30; JNJ7777120 (30 
mg/kg) and Fex60; fexofenadine (60 mg/kg). Values represent the mean±S.E.M. (n=8).  
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Fig. 2-4 Effects of JNJ7777120 and fexofenadine on scratching behavior induced by substance 
P. 
Substance P (100 nmol) was injected intradermally into shaved skin on the back of each mouse. 
Immediately after the injection of substance P, scratching events were counted for 30 min using 
MicroAct. JNJ7777120 or fexofenadine was administered orally 20 min before the pruritogen 
injection. Veh; substance P -treated (Veh), JNJ3; JNJ7777120 (3 mg/kg), JNJ10; JNJ7777120 (10 
mg/kg), JNJ30; JNJ7777120 (30 mg/kg) and Fex60; fexofenadine (60 mg/kg). Values represent the 
mean±S.E.M. (n=4). *p<0.05 compared with Vehicle (Dunnett’s multiple comparisons). 
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Fig. 2-5 Effect of intradermal injection of JNJ7777120 on scratching behavior induced by 
substance P.  
Substance P (100 nmol) was injected intradermally into shaved skin on the back of each mouse. 
Immediately after the injection of substance P, scratching events were counted for 1 hr using 
MicroAct. JNJ7777120 was administered intradermally with the substance P. Veh; Vehicle, JNJ0.3; 
JNJ7777120 (0.3 μmol), and JNJ1.0; JNJ7777120 (1.0 μmol). Values represent the mean±S.E.M. (SP 
(-) n=3, SP (+) n=6). *p<0.05 compared with SP (+)-Vehicle (Dunnett’s multiple comparisons). 
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考察 
 
本検討において、ヒスタミン誘発掻痒に対し、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 は有意な抗掻
痒作用を示し、抑制作用は H1受容体拮抗薬である fexofenadine よりも強かった。これまで
に、H4 受容体欠損マウスにおいては、野生型マウスと比較してヒスタミン投与による掻痒
作用が有意に抑制されたとする報告や (35)、H4 受容体作動薬により掻破行動が誘発された
とする報告もあることから (53)、H4 受容体がヒスタミンによる掻痒誘発に関与しており、
その関与は H1受容体よりも H4受容体の方が大きいことが推測される。今回の結果より、蕁
麻疹などのヒスタミンが大きく関与する痒みに対して、H4 受容体拮抗薬が有用性を示す可
能性が示唆された。しかし、ヒト・マウス間での H4受容体の相同性は 67%であり (82)、H4
受容体に対するヒスタミンの親和性は、マウスではヒトに比べ 1/10 ほどである (83)。従っ
て動物種間で、H4 受容体は基本的な生理機能は保存されているものの、ヒスタミンに対す
る応答性は大きく異なる可能性は否定できず、本研究で得られたような前臨床のデータを
ヒトに外挿するには慎重を期す必要があると考えられる。  
H4 受容体を介した痒みの作用点は現時点で不明であるが、マスト細胞欠損マウスに対し
H4受容体作動薬を皮内投与しても野生型と同様の掻痒反応が見られることから (35)、H4受
容体を介して誘発する掻痒反応において、マスト細胞に発現する H4受容体の関与は小さい
と考えられる。H4受容体作動薬を皮内投与して誘発する掻痒反応は、H4受容体ノックアウ
トマウスで抑制されるが、このマウスに野生型マウスの骨髄細胞を移植しても、掻痒反応
が回復しないことから (35)、H4 受容体を介する掻痒反応は血球系細胞を介しておらず、そ
の作用点としては、末梢の一次感覚神経やケラチノサイトなどの皮膚細胞が考えられる。
そして、2011 年には Rossbach らにより、C 線維上における H4受容体の発現が確認されてい
る (84)。一方で、H4 受容体がヒトの大脳皮質、海馬、視床、後根神経節、脊髄等に発現す
ることも報告されており (85)、中枢神経における H4受容体の機能的発現も確認されている 
(86)。よって中枢に発現する H4受容体も掻痒に関与している可能性がある。 
 
セロトニン誘発掻痒に対して、JNJ7777120 及び fexofenadine は抑制作用を示さなかった。
セロトニン誘発掻痒は皮膚内の 5-HT2受容体を介していると考えられるが、μ-オピオイド受
容体拮抗薬である naloxone がセロトニン誘発掻痒を有意に抑制することも報告されている
(87)。よって、セロトニンによる掻痒誘発機序は複数あることが推測されるが、今回の検討
では、ヒスタミン及び H4, H1両受容体の関与は確認できなかった。 
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SLIGRL 誘発掻痒に対して、JNJ7777120 は有意ではないものの抑制傾向を示したが、
fexofenadine は抑制作用を示さなかった。SLIGRL は PAR2 作動薬として機能するが、近年
Mas 関連 G タンパク質共役受容体 (Mas-related G-protein-coupled receptor: Mrgpr) C11 作動薬
としても働くことが示唆されている (88)。Mrgpr は 50 以上の種類があり、マウスにおいて
は MrgprA3、MrgprD、MrgpcrC11 などがそれぞれ掻痒を伝達することが報告されている 
(89)。これらの Mrgpr ファミリーが、掻痒性疾患の痒みに関与するかは現在までのところ不
明であるが、掻痒伝達機構の解明は今後も発展が期待される分野である。今回の検討にお
ける JNJ7777120 の掻痒抑制作用が、SLIGRL による PAR2 もしくは MrgprC11 のどちらの受
容体を介した起痒作用を抑制したのかを判断することは困難である。しかし、抑制作用が
部分的なものであったことから、これらの受容体を介する掻痒誘発におけるヒスタミン及
び H4受容体の関与は副次的なものである可能性が示唆された。 
 
JNJ7777120はサブスタンスP誘発掻痒を、経口投与により用量依存的に有意に抑制した。
また、皮内投与した場合においても有意な抑制作用を示し、JNJ7777120 が末梢を作用点と
して抗掻痒作用を示すことが示唆された。サブスタンス P による掻痒は H1受容体拮抗薬抵
抗性とされており (90)、本検討においても fexofenadine は有意な抑制を示さなかった。
Fexofenadine については、サブスタンス P による皮膚炎症をほぼ完全に抑制したとする報告
や (91)、ストレス等によるサブスタンス P の放出を抑制するという報告がある (92)。今回
の結果と併せて考えると、fexofenadine は生体内におけるサブスタンス P 放出の抑制は可能
であるが、サブスタンス P による掻痒反応を抑制する作用は小さいと考えられた。そして、
サブスタンス P がマスト細胞上の NK-1 受容体に作用することで脱顆粒が誘発され、ヒスタ
ミンが放出されるが (93)、このヒスタミンが H1 受容体ではなく H4 受容体を介して掻痒を
誘発する可能性が考えられた。 
 
 本検討において H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 は、ヒスタミン誘発掻痒において最も強い抑
制作用を示し、サブスタンス P 及び SLIGRL 誘発掻痒に対しても一定の抑制作用を示した。
これらの結果より、JNJ7777120 の抗掻痒作用は、皮膚内に発現する H4受容体を阻害するこ
とによる可能性が示唆された。掻痒性疾患の痒みにおいては、ヒスタミンを含め多種多様
な内因性メディエーターが掻痒を起こすことから、皮膚内の特定の受容体や酵素を抑制す
ることができても、患者が十分な鎮痒効果を得るのは困難である可能性がある。また、マ
ウスとヒトとの種差も考慮に入れる必要がある。しかし本検討より、ヒスタミンを介する
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掻痒反応においては H1 受容体よりも H4 受容体の寄与が大きいことが示唆され、これまで
H1 受容体拮抗薬が奏効しないとされてきたヒスタミンが関与する掻痒性疾患において、H4
受容体拮抗薬が効果を示す可能性が示された。 
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小括 
 
 ヒスタミン誘発掻痒に対して、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 は有意に抑制し、その抑制
作用は H1受容体拮抗薬 fexofenadine よりも強かった。 
 
 セロトニン誘発掻痒に対して、JNJ7777120 及び fexofenadine は抑制作用を示さなかった。 
 
 SLIGRL 誘発掻痒に対しては、JNJ7777120 は抑制傾向を示したが、fexofenadine は抑制
作用を示さなかった。 
 
 サブスタンス P 誘発掻痒に対して、JNJ7777120 は、経口投与により用量依存的かつ有
意に抑制したが、fexofenadine は抑制作用を示さなかった。JNJ7777120 は皮内投与によ
っても有意な抗掻痒作用を示した。 
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第 3 章 表皮ケラチノサイトの H4受容体を介した機能に関する検討 
 
ヒトの体全体を覆う皮膚は、面積は成人で 1.6 m2、重量は体重の約 16%を占める人体で
最大の臓器である。外界と直接触れるため、水分の喪失や透過を防ぐ、体温を調節する、
微生物や物理化学的な刺激から生体を守る、感覚器としての役割を果たす、などの生命を
維持するために必要不可欠な様々な機能を持っている。 
皮膚を断面で見ると、表皮、真皮、皮下組織の 3 層構造をとる。表皮の厚さは平均約 0.2 
mm であり、構成する細胞の 95%はケラチノサイト (keratinocyte) である。このケラチノサ
イトは表皮の最下層で分裂し、成熟するに伴い上方の層に移行していく。従って、表皮は
成熟段階によって異なる形態のケラチノサイトが層状に配列し、深部から基底層 (1 層)、有
棘層 (5~10 層)、顆粒層 (2~3 層)、角質層の 4 つに分類される。各層はそれぞれ特異的なタ
ンパク質を発現しており、基底層では keratin 5 (K5) 及び 14 (K14) (94)、有棘層では keratin 1 
(K1) 及び10 (K10) を発現し (95)、その後角質層を形成する involucrin (Inv) を発現する (96)。
また顆粒層では、表皮の水分含有量調節を担う profilaggrin や filaggrin が発現するが (97)、
これらのタンパク質は皮膚における重要な保湿因子として働き、表皮のバリア機能におい
て重要な役割を果たしている。そして、これらの因子をコードする遺伝子である FLG に変
異が起こることで正常な角化やバリア機構が破綻し、アトピー性皮膚炎の要因の一つとな
ることが近年報告されており (98)、皮膚疾患の発症におけるケラチノサイトの役割が注目
されている。 
ケラチノサイトは、tumor necrosis factor (TNF)-α、IL-1、IL-6 及び IL-8 などの多種多様な
サイトカインやケモカイン (chemokine) を産生することが知られている (99)。これらの
様々な炎症性因子により炎症性細胞の表皮への浸潤や免疫系の活性化が促され、さらなる
サイトカイン、ケモカインの産生が誘導されることで炎症悪化が引き起こされる。ケラチ
ノサイトはこれらのサイトカイン、ケモカインだけでなく、神経伸長を促進することで痒
みの感受性を増強させる NGF (100) や、LTB4、thromboxane A2 (TXA2) といった掻痒性の因
子を産生すると共に、PAR2 (101)、オピオイド受容体 (102) などの痒みに関連する様々な受
容体を発現することも報告されており、ケラチノサイトの様々な経路を介した掻痒性皮膚
疾患への関与が示唆されている。 
また、ケラチノサイトについては、ヒスタミン産生能を持つことや (103)、ヒスタミンが
ケラチノサイトにおける炎症反応に関与するという報告もある (104)。そして、これらの炎
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症反応を調節するヒスタミン受容体としては、H1受容体については報告があるが (105)、
H4受容体に関する報告はない。 
そこで本章では、表皮ケラチノサイトの H4受容体を介した機能の検討を行った。第 1 節
では、皮膚組織を用いて、第 2 節ではヒト表皮株化ケラチノサイト HaCaT 及び正常ヒト表
皮ケラチノサイト（Normal Human Epidermal Keratinocytes: NHEK）を用いて、H4受容体発現
の検討を行った。続いて第 3 節では、HaCaT 及び NHEK を用い、炎症性サイトカイン産生
における H4受容体を介した機能の検討を、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 及び H4受容体作動
薬 4-methylhistamine (4-MH) を用いて行った。 
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第 1 節 ヒト皮膚組織における H4受容体発現の検討 
 
1. 実験方法 
1) 使用組織 
千葉大学医学部附属病院で手術を受けた、変形性膝関節症患者より採取した皮膚組織を
用いた。本組織は、千葉大学フロンティア医工学センター 鈴木昌彦教授より譲受した。
なおこの研究は、千葉大学大学院医学研究院生命倫理審査委員会、及び千葉大学大学院薬
学研究院倫理審査委員会の承認を得て行った。 
 
2) 使用試薬 
 Dulbecco’s PBS (-) (ニッスイ) 
 Ethanol (Wako) 
 50 bp DNA ladder (Fermentus) 
 4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution (Wako)   
 Acetone (Wako) 
 Polyoxyethylene (10) octyl phenyl ether (TritonX-100) (Wako) 
 Bovine Serum Albumin (BSA) (SIGMA) 
 Perma FlourTM mounting solution (Diagnostic BioSystems) 
 Propidium iodide (Wako) 
 RNaseA (SIGMA) 
 Primer (SIGMA) 
 Human H4R: (F) GGTAGATCCTGGCCATCACATCAT       
           (R) ACTTGGCTAATCTCCTGGCTCTAA 
 Human GAPDH: (F) CCAACGTGTCAGTGGTGGAC 
               (R) CAGCGTCAAAGGTGGAGGAG 
 一次抗体 
 Rabbit anti-histamine receptor 4 (HR4) affinity purified polyclonal antibody (CHEMICON) 
 Keratin 10 Ab-2(clone DE-K10) Mouse Monoclonal Antibody (Thermo) 
 Keratin 14 Ab-1(clone LL002) Mouse Monoclonal Antibody (Thermo) 
 二次抗体 
 Donky anti-mouse Cy2 conjugated antibody (Jackson ImmunoResearch) 
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 Donky anti-rabitt Cy2 conjugated antibody (Jackson ImmunoResearch) 
 Donky anti-rabitt Cy3 conjugated antibody (Jackson ImmunoResearch) 
 
3) 皮膚組織からの RNA 抽出および生成 
RNeasy
 
Mini Kits のプロトコールに基づき行った。皮膚組織 30 mg を量りとり、RNAlater
を入れ、厚さ 0.5 cm 以下に細切し、15,000 rpm、20°C で 20 min 遠心した。上清を捨て、Bufffer 
RLT を加えて、エッペン用ホモジナイザーですり潰した。15,000 rpm、20°C で 3 min 遠心後、
上清を新しいマイクロチューブに移した。以降の操作は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
4)  逆転写反応 
 第 1 章 第 2 節に従った。 
 
5)  PCR 反応 
 第 1 章 第 2 節に従い、以下の条件で反応を行った。 
 
H1R:  
95°C 5 min95°C 45 sec, 59°C 1 min, 72°C 1 min72°C 10 min 
 
H4R: 
95°C 5 min95°C 45 sec, 59°C 45 sec, 72°C 1 min72°C 10 min 
 
GAPDH: 
95°C 5 min95°C 45 sec, 59°C 45 sec, 72°C 1 min72°C 10 min 
 
 
6) 電気泳動 
 第 1 章 第 2 節に従った。 
 
7) 固定・標本作製 
皮膚組織を 0.5 cm サイズに切断した後、0.1 M PB 中 4% paraformaldehyde PB solution で一
晩 4°Cにて固定した。0.1 M PB中 10% sucroseで 4 hr、20 % sucroseで 4 hr、その後 30 % sucrose
30 cycles 
 
 
30 cycles 
 
 
20 cycles 
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で一晩、サンプルを洗浄、脱水した。サンプルをアルミホイル製包埋容器に O.C.T. compound
とともに包埋し、‐80˚C で凍結保存した。Cryostat 2800 Frigocut-E を用いて 10 μm の凍結切
片を作成し、スライドガラスに貼り付け、ドライヤーで 30 min 風乾した後、一晩置いた。 
 
8) 免疫染色 
スライドガラスを 0.1 % PB-BSA を入れた容器内で濯ぎ、O.C.T. compound を洗い流し、パ
ップペンを用いて標本を囲った。4°C 0.1 % PB-BSA で 2~3 回洗浄してから同液を載せ、5 min
放置した。この操作を 3 回繰り返した。氷冷した acetone を載せ、1 min 放置した後、1 % 
PB-BSA 中 0.1 % triton-X 100 を載せ、室温で 10 min 放置した。4°C 0.1 % PB-BSA で 2~3 回
洗浄した後、1 % PB-BSA を載せ室温で 1 hr 放置し、ブロッキングを行った。その後、一次
抗体を 25 μl 載せ、室温で 1.5 hr 放置した。抗体の溶媒として 1 % PB-BSA を用い、適当な
濃度に希釈した。4°C 0.1 % PB-BSA で 2~3 回洗浄した後同液を載せ、5 min 放置する操作を
3 回繰り返した。その後、二次抗体を 25 μl 載せ、室温で遮光下 40 min 放置した。二次抗体
は十分ピペッティングした後、15,000 rpm、4°C で 10 min 遠心後に使用した。抗体の溶媒と
して 1% PB-BSA を用い、適当な濃度に希釈した。4°C 0.1 % PB-BSA で 2~3 回洗浄してから
同液を載せ、5 min 放置する操作を 3 回繰り返した。室温に戻し、風乾後に封入し、4°C で
遮光下保存した。 
※二重染色を行う場合は、1 回目の染色の手順の後に、一次抗体添加からの手順を繰り返し
た。蛍光核染色試薬 (propidium iodide: PI) による核染色を行う場合は、1 回目の染色の二次
抗体作用後に、RNaseA 100 g/ml, PI 50 μg/ml を 1% PB-BSA で希釈し 30 μl 載せ、室温にて遮
光下 30 min 反応させた後、 4°C 0.1 % PB-BSA で 2~3 回洗浄し、風乾後に封入した。 
 
9)  観察 
共焦点レーザー顕微鏡 Olympus FV500 (Olympus) を用いて観察した。 
    
 
2. 結果 
 ヒト皮膚における H4受容体 mRNA 発現が確認された (Fig. 3-1)。 
 免疫染色検討により、H4受容体の表皮ケラチノサイトでの発現が確認され、その分布は、
K14 によって染色される表皮下層よりも、K10 によって染色される上層に多かった (Fig. 
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3-2) 。より詳しい局在を調べるために、核染色試薬 (PI) との二重染色を行った結果、H4
受容体は核以外の部位において強く発現していた (Fig. 3-3) 。 
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Fig. 3-1 H4R mRNA expression in the human epidermal tissue. 
Expression of H4R mRNA was determined by RT-PCR. The 3% agarose gel was loaded with 10 μl 
of amplified product. (n=1). 
 
  
 
  
H4R 
GAPDH 
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a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-2 H4R expression in human epidermal tissues. 
Double Immunofluorescence staining of human epidermal tissue treated with anti-human H4R 
antibody followed by Cy3-conjugated anti-rabbit secondary antibody (red), and a) anti-K10 or 
b) anti-K14 antibody followed by Cy2-conjugated anti-mouse secondary antibody (green). c) 
Negative control tissues ware only exposed to the secondary antibody. Magnification x 100. 
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Fig. 3-3 Double immunofluorescence of H4R and nucleus in human epidermal tissues. 
Double Immunofluoresence staining of human epidermal tissue treated with anti-human H4R 
antibody followed by Cy2-conjugated anti-rabbit secondary antibody (green), and propidium iodide 
(red). Magnification x 400. 
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第 2 節 ヒト表皮ケラチノサイトにおける H4受容体発現の検討 
 
1. 実験方法 
1) 使用細胞 
 ヒト表皮株化ケラチノサイト HaCaT 及び正常ヒト表皮ケラチノサイト (NHEK) (倉敷紡
績) を用いた。HaCaT は、N.Fusenig 博士より譲受した。 
 
2) 使用試薬 
 Dulbecco’s modified Eagle’s medium – high glucose : DMEM-Ca2+(+) (Wako) 
 Dulbecco’s modified Eagle’s medium– high glucose, no glutamine, no calcium: DMEM- 
Ca
2+
(-) (Life technologies) 
 Penicillin-streptomycin (GIBCO)       
 Fetal bovine serum (FBS) (Equitech-Bio) 
 L-glutamine (200mM) (Wako) 
 EpiLife® Medium with 60 µM Calcium (Gibco®) 
 HuMedia-KG 増殖添加剤ｾｯﾄ (倉敷紡績) 
 クラボウ製継代試薬 (倉敷紡績) 
 0.25% Trypsin-EDTA solution (SIGMA) 
 Dulbecco’s PBS (-) (ニッスイ) 
 Calcium Chloride, Anhydrous (Kanto Chemical) 
 2-Mercaptoethanol (Wako) 
 Dimethylsulfoxide (DMSO) (Wako) 
 Primers (SIGMA, Operon) 
Human RPL13: (F) CTCAAGGTCGTGCGTCTGAA 
             (R)TGGCTGTCACTGCCTGGTACT 
Human K1: (F) ATTTCTGAGCTGAATCGTGTGATC 
(R) CTTGGCATCCTTGAGGGCATT 
Human involucrin: ( F) GGGTGGTTATTTATGTTTGGGTGG 
(R)GCCAGGTCCAAGACATTCAAC 
Human H4R: (F)GGTACATCCTGGCCATCACATCAT 
          (R) ACTTGGCTAATCTCCTGGCTCTAA 
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3) 細胞培養 
HaCaT の培養には 10% FBS, 1% Penicillin-streptomycin, 2% L-glutamine 加 DMEM- Ca2+(-)
を用い、37℃、5% CO2にて培養し、週 2 回のペースで継代した。NHEK の培養には増殖添
加剤加 EpiLife® を用い、37℃、5% CO2にて培養し、週 1 回のペースで継代した。 
 
4) 分化誘導 
HaCaT においては、細胞がセミコンフルエントに達したら 0.25% trypsin-EDTA solution
で細胞を剥離して、12 well plate (Greiner bio-one) に 2×105 cells/ml/well (DMEM-Ca2+ (-) ) で
細胞を播種し、37℃、5% CO2にて培養を開始した。48 hr インキュベートし細胞がほぼコン
フルエントとなったところで、Ca2+濃度を 1.6 mM に調整した培地 (DMEM- Ca2+ (+) )に培地
交換して分化を誘導し、分化誘導開始日を day 0 とした。 
NHEK においては、細胞がセミコンフルエントに達したら継代試薬で細胞を剥離して、
24 well plate (Greiner bio-one) に 1×105 cells/0.5 ml/well (EpiLife®) で細胞を播種し、37℃、5% 
CO2にて培養を開始した。72 hr インキュベートし細胞がほぼコンフルエントとなったとこ
ろで、Ca2+濃度を 1.8 mM に調整した培地 (EpiLife®) に培地交換して分化を誘導し、分化誘
導開始日を day 0 とした。 
 
5) 細胞からの RNA 抽出および精製 
細胞を各期間培養後、PBS (-) で 2 回洗浄した。2-Mercaptoethanol 3.5 µL 加 Buffer RLT 350 
µL を添加して細胞を溶解させた後、RNA 抽出を行うまで-80℃で保存した。以降の操作は、
第 1 章 第 2 節に従った。 
 
6)  逆転写反応 
 第 1 章 第 2 節に従った。 
 
7)  PCR 反応 
PCR 反応では、SYBR®Premix Ex TaqTM (TaKaRa) を用いた。SYBR Premix Ex Taq (2×) 10 μl、
ROX 0.4 μl、Primer F + R (10 µM) 0.4 μl、D.W. 7.6 μl ずつを含むマスターミックスを調整し、
逆転写して得た cDNA 1.6 μl を加え、全量を 20 μl とした。Step OneTM Real Time PCR System 
(Applied Biosystems) を用いて以下の反応条件にて Real-time PCR 反応を行った。 
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95°C 10 sec95°C 5 sec, 60°C 31 sec,  
 
 
8) 統計処理 
 第 1 章 第 1 節に従った。 
 
 
2. 結果 
ヒト表皮株化ケラチノサイト HaCaT 及び正常ヒト表皮ケラチノサイト NHEK において、
分化誘導により分化マーカーである K10 及び involucrin mRNA の発現増加が確認された。ま
た、両細胞において、分化に伴うH 4受容体のmRNA発現の増加が確認された (Fig. 3-4, 5) 。 
 
  
40 cycles 
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             a) 
 
 
 
 
 
 
             b) 
 
 
 
 
 
 
 
             c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-4 Expression of keratin 1, involucrin and H4R on HaCaT cells. 
Relative expression of a) keratin 1, b) involucrin and c) H4R was determined by real-time RT-PCR. 
In all cases, mRNA levels were normalized to the corresponding RPL13 mRNA levels, and the mean 
value at day 0 was set to 1.0. Values represent the mean±S.D. (n=3). All results are representative of 
at least three separate experiments. *P <0.05 and ***P <0.001 compared with day 0 (Dunnett’s 
multiple comparisons). 
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             a) 
 
 
 
 
 
 
             b) 
 
 
 
 
 
 
 
             c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-5 Expression of keratin 1, involucrin and H4R on NHEK cells. 
Relative expression of a) keratin 1, b) involucrin and c) H4R was determined by real-time RT-PCR. 
In all cases, mRNA levels were normalized to the corresponding RPL13 mRNA levels, and the mean 
value at day 0 was set to 1.0. Values represent the mean±S.E.M. (n=4). All results are representative 
of at least three separate experiments. *P <0.05 and ***P <0.001 compared with day 0 (Dunnett’s 
multiple comparisons). 
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第 3 節 炎症性サイトカイン産生におけるヒト表皮ケラチノサイトの 
H4受容体を介した機能 
 
1. 実験方法 
1) 使用細胞 
 第 3 章 第 2 節に従った。 
 
2) 使用試薬 
 Histamine (Wako) 
  100 mM/PBS の stock solution を作成しフィルター滅菌後、-20℃で保存した。 
 TNFα (SIGMA) 
10 μg/ml PBS の stock solution を作成しフィルター滅菌後、-20℃で保存した。 
 4-Methylhistamine dihydrochloride  (Santa cruz) 
  10 mM/PBS の stock solution を作成しフィルター滅菌後、-20℃で保存した。 
 JNJ7777120 (SIGMA) 
  10 mM/DMSO の stock solution を作成しフィルター滅菌後、-20℃で保存した。 
 DMSO 
   フィルター滅菌後、-20℃で保存した。 
 Primers (SIGMA) 
IL-8: (F) CTCAAGGTCGTGCGTCTGAA 
         (R) CTCTGCACCCAGTTTTCCTT 
 DuoSet ELISA Development system human IL-8 (R&D systems) 
 Substrate Solution (R&D systems) 
 Streptavidin-HRP (BioLegend) 
 Tween 20 (Wako) 
 BSA - ELISA grade (SIGMA) 
 Sulfuric acid (Wako) 
 Tris (Wako) 
 2N Sodium chloride (R&D systems) 
 Sodium azide (Wako) 
その他の試薬は第 3 章 第 2 節に従った。 
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3) 細胞培養 
第 3 章 第 2 節に従った。 
 
4) 分化誘導後における薬剤添加 
第 3 章 第 2 節に従い、両細胞の分化誘導を行った。 
HaCaT においては、分化誘導開始日を day 0 とし、day4 に 2% FBS 加 DMEM- Ca2+ (+)に
培地交換してさらに 24 hr インキュベートした。JNJ7777120 を最終濃度が 10 µM になるよ
うに 10 µl/well 添加して 1 hr インキュベートし、各試薬の最終濃度が histamine: 100 µM, 
TNF-α: 10 ng/ml になるように 10 µl/well 添加し、4 hr 刺激した。 
NHEK においては、分化誘導開始日を day 0 とし、day3 に増殖添加剤 (-) EpiLife®に培地
交換してさらに 24 hr インキュベートした。JNJ7777120 添加群においては、JNJ7777120 を
最終濃度が 10 µM になるように 5 µl/well 添加して 1 hr インキュベートし、各試薬の最終濃
度が histamine: 100 µM, TNF-α: 100 ng/ml になるように 5 µl/well 添加し、4 hr 刺激した。4-MH
添加群においては、各試薬の最終濃度が 4-MH: 100 µM, TNF-α: 100 ng/ml になるように 5 
µl/well 添加し、4 hr 刺激した。 
 
5) 細胞からの RNA 抽出および精製 
第 3 章 第 2 節に従った。 
 
6)  逆転写反応 
第 1 章 第 2 節に従った。 
 
7)  PCR 反応 
第 3 章 第 2 節に従った。 
 
8) 分化誘導前における薬剤添加 
 NHEK においては、分化誘導前においても薬剤添加を行った。 
 細胞がセミコンフルエントに達したら継代試薬で細胞を剥離して、24 well plate に 1×105 
cells/0.5 ml/well (EpiLife
®
)で細胞を播種し、37℃、5% CO2にて培養を開始した。72 hr インキ
ュベートし細胞がほぼコンフルエントとなったところで、増殖添加剤 (-) EpiLife®に培地交
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換してさらに 24 hr インキュベートした。JNJ7777120 添加群においては、JNJ7777120 を最
終濃度が 10 µM になるように 5 µl/well 添加して 1 hr インキュベートし、各試薬の最終濃度
が histamine: 100 µM, TNF-α: 100 ng/ml になるように 5 µl/well 添加し、24 hr 刺激した。4-MH
添加群においては、各試薬の最終濃度が 4-MH: 100 µM, TNF-α: 100 ng/ml になるように 5 
µl/well 添加し、24 hr 刺激後、培養上清を回収し、測定まで-20℃に保存した。 
 
9) ELISA による IL-8 測定 
  DuoSet

 ELISA Development system human IL-8 (R&D systems) のプロトコールに基づき、
室温にて以下の操作を行った。 
 ELISA 用 96-well plate に capture antibody (3 µg/ml) を添加し一晩インキュベートした後、
wash buffer で palte を洗浄した。次に block buffer を加え、1 hr 以上ブロッキングを行った。
洗浄後、reagent diluent で希釈したサンプルとスタンダードを加え、2 hr インキュベートし
た。その後、サンプルとスタンダード溶液を除去し、detection antibody (150 ng/ml) を加え 2 
hr インキュベートした。洗浄後、希釈した streptavidin-HRP を加え遮光下で 20 min インキュ
ベートした。洗浄後、stabilized H2O2および stabilized tetramethylbenzidine の 1:1 混合溶液を
加え、遮光下で 30 min インキュベートした。その後 stop solution を加えて反応を停止し、
マイクロプレートリーダー Multiscan JX にて波長 450, 540 nm における吸光度を測定した。 
  サンプルの IL-8 濃度はスタンダードの吸光度より作成した標準曲線を基に算出した。光
学的不完全性を補正するため、450nm の吸光度から 540nm における吸光度を差し引いた。 
 
ELISA 溶液組成 
 Streptavidin-HRP  
 Substrate Solution (1:1 mixture of H2O2 and tetramethylbenzidine)  
 Wash Buffer : 0.05% Tween 20/PBS 
 Reagent Diluent : 0.1% BSA, 0.05% Tween20/20 mM Tris, 150mM sodium chloride 
 Block Buffer : 1% BSA, 0.05% sodium azide/PBS 
 Stop Solution : 2N sulfuric acid 
 
10) 統計処理 
第 1 章 第 1 節に従った。 
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2. 結果 
分化誘導したヒト表皮株化ケラチノサイト HaCaT において、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120
により、TNF-α の単独及び histamine との共添加群において IL-8 mRNA 発現が有意に抑制さ
れた (Fig. 3-6)。同様に分化誘導した正常ヒト表皮ケラチノサイト NHEK においては、
JNJ7777120 により histamine 及び TNF-α の共添加群において IL-8 mRNA 発現が有意に抑制
され (Fig. 3-7)、H4受容体作動薬 4-MH と TNF-α の共添加群において、TNF-α 単独群と比較
して IL-8 mRNA 発現が有意に増加した (Fig. 3-8)。 
NHEK においては、分化誘導 3 日目において、初日と比較し無刺激下において IL-8 mRNA
発現が有意に増加していた (Fig. 3-9)。 
分化誘導前の NHEK を用いた検討において、JNJ7777120 により、TNF-α の単独及び
histamineとの共添加群において、培養上清中の IL-8産生量 が有意に抑制された (Fig. 3-10)。
また、4-MH と TNF-α の共添加群において、TNF-α 単独群と比較して、培養上清中の IL-8
産生量 が有意に増加した (Fig. 3-11)。 
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Fig. 3-6 Effect of JNJ7777120 on the expression of IL-8 mRNA by histamine- and 
TNFα-treated HaCaT cells. 
Cells were cultured with histamine, TNFα, and an H4R antagonist as indicated. mRNA levels were 
normalized to the corresponding RPL13 mRNA levels, and the mean value in the JNJ7777120 (-)/(-) 
group was set to 1.0. His; histamine (100 µM), TNF-α: TNF-α (10 ng/ml) and JNJ7777120; 
JNJ7777120 (10 µM). Values represent the mean±S.D. (n=3). All results are representative of at least 
three separate experiments. 
*
P <0.05, 
***
P <0.001 compared with the corresponding value in the 
JNJ7777120 (-) group (Student's t-test). 
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Fig. 3-7 Effect of JNJ7777120 on the expression of IL-8 mRNA by histamine- and 
TNFα-treated NHEKcells. 
Cells were cultured with histamine, TNFα, and an H4R antagonist as indicated. mRNA levels were 
normalized to the corresponding RPL13 mRNA levels, and the mean value in the JNJ7777120 (-)/(-) 
group was set to 1.0. His; histamine (100 µM), TNF-α: TNF-α (100 ng/ml) and JNJ7777120; 
JNJ7777120 (10 µM). Values represent the mean±S.D. (n=3). All results are representative of at least 
three separate experiments. 
*
P <0.05 compared with the corresponding value in the JNJ7777120 (-) 
group (Student's t-test). 
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Fig. 3-8 Effect of 4-methylhistamine dihydrochloride on the expression of IL-8 mRNA by 
TNFα-treated NHEKcells. 
Cells were cultured with TNFα and an H4R agonist as indicated. mRNA levels were normalized to 
the corresponding RPL13 mRNA levels, and the mean value in the 4-MH (-)/(-) group was set to 1.0. 
TNF-α: TNF-α (10 ng/ml) and 4-MH; 4-MH (100 µM). Values represent the mean±S.D. (n=3). All 
results are representative of at least three separate experiments. 
*
P <0.05 compared with the 
corresponding value in the 4-MH (-) group (Student's t-test). 
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Fig. 3-9 Expression IL-8 on NHEK cells. 
Relative expression of IL8 was determined by real-time RT-PCR. mRNA levels were normalized to 
the corresponding RPL13 mRNA levels, and the mean value at day 0 was set to 1.0. Values represent 
the mean±S.E.M. (n=4). All results are representative of at least three separate experiments. 
*
P <0.05 
compared with day 0 (Student's t-test). 
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Fig. 3-10 Effect of JNJ7777120 on the production of IL-8 by histamine- and TNFα-treated 
NHEKcells. 
Cells were cultured with histamine, TNFα, and an H4R antagonist as indicated. His; histamine (100 
µM), TNF-α: TNF-α (100 ng/ml) and JNJ7777120; JNJ7777120 (10 µM). Values represent the 
mean±S.D. (n=3). 
*
P <0.05 compared with the corresponding value in the JNJ7777120 (-) group 
(Student's t-test). 
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Fig. 3-11 Effect of 4-methylhistamine dihydrochloride on the production of IL-8 by 
TNFα-treated NHEKcells. 
Cells were cultured with TNFα, and an H4R agonist as indicated. TNF-α: TNF-α (10 ng/ml) and 
4-MH; 4-MH (100 µM). Values represent the mean±S.D. (n=3). 
*
P <0.05 compared with the 
corresponding value in the 4-MH (-) group (Student's t-test). 
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考察 
 
現在までのヒトにおけるヒスタミン受容体の発現分布の解析により、H1および H2受容体
は広範な組織分布を示し、H3受容体は発現がシナプス前部に限局していることが明らかと
されている。一方、H4受容体については、免疫機能に関与する臓器において発現が多く確
認されており、その分布様式は他の受容体とは大きく異なっている。 
皮膚における H4受容体の発現については、当研究室のこれまでの研究において、ヒト真
皮を培養した真皮線維芽細胞における発現が確認されている (106)。そして、前述したよう
に C 線維上での発現も報告されている (84)。また、ケラチノサイトでの発現は近年報告が
なされたばかりである (25)。 
第 1 節におけるヒト皮膚を用いた検討により、H4受容体の mRNA 発現が確認され、受容
体が表皮において機能を持っていることが推測された。詳しい局在を調べるために、ヒト
皮膚組織でのヒスタミン受容体の発現分布の免疫二重染色による検討を行った結果、H4受
容体の表皮ケラチノサイトでの発現が確認され、その分布は K14 によって染色される表皮
下層 (基底層) よりも、K10 によって染色される上層 (有棘層、顆粒層) に多いという結果
になった。表皮ケラチノサイトは、表皮の最下層である基底層で分裂し、成熟するに従い
上方の層に移行していく。よって、細胞の成熟に伴い H4受容体の発現も増加していき、機
能していくことが考えられた。蛍光核染色試薬 (PI) との二重染色を行った結果、H4受容体
は核以外の部位において多く発現していることが確認できた。 
今回の免疫染色検討では、変形性膝関節症患者のサンプルを用い、健常人のサンプルを
入手することができなかった。そのため、本結果が健常人におけるものと発現量や発現様
式に差異があるのか、といった検討を行うことはできなかった。また、それぞれの患者サ
ンプルによって発現が異なる可能性も考えられた。 
皮膚における H4受容体の発現についてはさらなる検討が必要であると考え、第 2 節では
ヒト表皮株化ケラチノサイト HaCaT 及び正常ヒト表皮ケラチノサイト (NHEK) を用いた
検討を行った。ケラチノサイトは、カルシウム刺激によって分化が誘導されることが報告
されている (107)。ケラチノサイトは低濃度のカルシウムを含む培地で培養すると増殖を続
け、細胞間接着はほとんど見られず、分化は進行しない。一方、カルシウム濃度を高濃度
に切り替えると (calcium switch)、カドヘリン (cadherin) やインテグリン (integrin) といっ
た細胞間接着分子の発現が引き起こされ (108)、同時に protein kinase C が活性化されて細胞
内シグナル伝達が進行し、分化の誘導が起こる (109)。HaCaT 及び NHEK において Ca2+の
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添加を行い、分化マーカーである K1 及び involucrin の mRNA 発現を確認したところ、培養
期間中にこれらの因子の mRNA 発現量が増加しており、両細胞における分化の進行が確認
された。そして、両細胞において H4受容体 mRNA 発現量が経日的に増加していくことが確
認された。本検討の結果より、ケラチノサイトの分化に伴い、H4受容体の発現も増加して
いくことが示唆された。 
 ケラチノサイトの増殖及び分化におけるヒスタミン及び H4受容体の機能については、
2013 年に 2 つの論文が相次いで報告されている。ヒスタミンが H4受容体を介してケラチノ
サイトの増殖を誘導するという報告と (110)、ヒスタミンが H1受容体を介してケラチノサ
イトの分化を抑制し、H4受容体は作用しないという報告である (111)。2 報を併せて考える
と、ケラチノサイトにおいてヒスタミンは、増殖は H4受容体を介して、分化は H1受容体を
介して作用を及ぼす可能性が推測される。しかし、ケラチノサイトに発現する両受容体を
介するヒスタミンの作用を解明するためには、今後のさらなる検討が必要であろう。 
 
 第 1, 2 節での発現検討に引き続き、第 3 節では炎症性サイトカイン産生におけるケラ
チノサイトの H4受容体を介した機能に関する検討を行った。ケラチノサイトは様々なサイ
トカインやケモカインを産生するが、その中でも IL-8 は代表的な炎症性ケモカインであり、
生体における炎症形成の重要なメディエーターであると考えられている (99)。IL-8 はアト
ピー性皮膚炎を含む多くの疾患に関与している (112)。IL-8 は、単球やリンパ球、線維芽細
胞、ケラチノサイトから産生され、TNFα や IL-1β、IL-6 などの炎症誘発サイトカインによ
って産生が誘導される (113)。ケラチノサイトにおける炎症反応を調節するヒスタミン受容
体としては、H1受容体拮抗薬がヒスタミン誘発の炎症性サイトカイン産生や (105)、NGF
産生 (114) を抑制したという報告がある。 
我々の検討において、分化誘導した HaCaT 及び NHEK に対し、ヒスタミンは TNF-α との
共添加によって IL-8 mRNA 発現を強く誘導した。ヒスタミンは炎症時にマスト細胞から放
出が誘導され、主に血管拡張作用による紅斑・発赤形成や、血管透過性亢進作用による浮
腫の誘発作用を持つとされる。今回の結果より、ヒスタミンは TNF-α などの炎症性サイト
カイン存在下において、より強くケラチノサイトからの炎症形成メディエーター産生を誘
導する作用を持つことが示唆された。そして、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 により、TNF-α
の単独またはヒスタミンとの共添加群において IL-8 mRNA 発現が有意に抑制され、H4受容
体作動薬 4-methylhistamine と TNF-α の共添加により、TNF-α 単独と比較して IL-8 mRNA 発
現が有意に増加した。しかし、これらのヒスタミン、TNF-α、JNJ777120 及び 4-methylhistamine
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による IL-8 mRNA発現量への作用は、培養上清中の IL-8産生量には反映されなかった (data 
not shown)。この要因を検討するため、NHEK を用いて分化誘導に伴う IL-8 mRNA 発現量の
検討を行ったところ、3 日間の分化誘導により、無刺激において IL-8 mRNA 発現量が 30 倍
以上に増加していた。そして、分化未誘導状態の細胞を用いて JNJ777120 及び
4-methylhistamine の作用の検討を行ったところ、分化誘導後の IL-8 mRNA 発現量への作用
と同様の作用を、培養上清中の IL-8 産生量で確認することができた。 
今回の JNJ777120 及び 4-methylhistamine の作用の検討においては、当初は第 1, 2 節での
発現検討により H4受容体の発現増加が確認された、分化誘導後の細胞を用いることを試み
た。しかし、今回用いた実験系においては、分化誘導期間中に IL-8 の産生が誘導されるこ
とで、両薬物の作用が明確に把握出来ないことが推測される結果となった。そして、分化
未誘導の細胞を用いた検討においても、JNJ777120 及び 4-methylhistamine の作用が確認され
た。そのため、分化に伴うケラチノサイトでの H4受容体の発現増加の意義と、炎症反応に
おける H4受容体の機能の関係性については、より詳細な検討が必要であろう。 
 本検討において JNJ777120 及び 4-methylhistamine は、IL-8 産生及び mRNA 発現に作用を
示したが、この作用はヒスタミンにより誘発された反応よりも TNFα により誘発された反応
への作用のほうが大きいことが示唆される結果となった。この要因は明らかではないが、
JNJ777120 に関しては、近年 G タンパク活性化に対してパーシャル・インバース・アゴニス
ト (部分逆作動薬) として働く、ということが報告されている (115)。現在、抗ヒスタミン
薬については、H1受容体拮抗薬としてではなく、H1受容体を積極的に不活性化状態に維持
するインバース・アゴニストとして働くという概念が定着しつつある (116)。もし H4受容
体に H1受容体と同様に基礎活性があるのであれば、TNFα を介して増加した IL-8 産生及び 
mRNA 発現に対しても JNJ7777120 が抑制作用を持つ可能性が示唆される。 
 我々は今回、JNJ7777120 と H1受容体拮抗薬の比較検討を行っていないが、ケラチノサイ
トにおける炎症性サイトカイン及びケモカイン産生反応への H1受容体拮抗薬の有効性を示
す報告は複数存在し、その中には、これらの反応において H4受容体の関与は無いと推測す
る報告もある (105, 117)。そのため、H1受容体拮抗薬が H4受容体拮抗薬よりも強い炎症反
応抑制作用を持つ可能性は考えられる。一方で、我々の今回の検討において JNJ7777120 は、
ケラチノサイトにおいて IL-8 産生抑制作用を示し、アトピー性皮膚炎モデルにおいても
fexofenadine よりも強い皮膚炎症改善作用を示した。掻痒性皮膚疾患においては、掻破する
ことによって皮膚がさらに傷付き、炎症及び痒みメディエーターが産生され、皮膚炎症及
び痒みが悪化する。2012 年には同じくアトピー性皮膚炎モデルである NC/Nga マウスにお
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いて、H1及び H4受容体拮抗薬の併用により単独時と比較して炎症が著しく抑制されたとす
る報告がされた (118)。よって、H1及び H4受容体は掻痒及び炎症にそれぞれ異なるメカニ
ズムで寄与している可能性も考えられる。 
  
本検討で我々は、ケラチノサイトの分化に伴い H4受容体発現が増加し、ケラチノサイト
における炎症性サイトカイン産生反応に対して、H4受容体拮抗薬が抑制作用を示し、H4受
容体作動薬が増強作用を示すことを初めて明らかにした。H4受容体拮抗薬は IL-8 が病態に
関与するアトピー性皮膚炎を含む多くの炎症性皮膚疾患において、有効性を示す可能性が
示唆された。 
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小括 
 
 ヒト皮膚組織において、ヒスタミン H4受容体 mRNA 発現を確認した。 
 
 ヒト皮膚組織における免疫染色により、ヒスタミン H4受容体の表皮上層での強い発現
が観察された。 
 
 ヒト表皮株化ケラチノサイト HaCaT 及び正常ヒト表皮ケラチノサイト (NHEK) にお
いて、分化誘導に伴う H4受容体の発現増加が確認された。 
 
 分化誘導した HaCaT 及び NHEK において、H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 により、TNF-α
の単独またはヒスタミンとの共添加群において IL-8 mRNA 発現が有意に抑制され、H4
受容体作動薬 4-methylhistamine と TNF-α の共添加により、TNF-α 単独と比較して IL-8 
mRNA 発現が有意に増加した。 
 
 NHEK において、分化誘導に伴い IL-8 mRNA 発現量が増加していた。 
 
 分化未誘導の NHEK において、JNJ7777120 により、TNF-α の単独またはヒスタミンと
の共添加群において培養上清中の IL-8 産生量が有意に抑制され、4-methylhistamine と
TNF-α の共添加により、TNF-α 単独と比較して IL-8 産生量が有意に増加した。 
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総括 
 
本研究では、掻痒及び炎症反応におけるヒスタミン H4受容体の機能に焦点を当て、新規
難治性掻痒治療薬創出を目指した研究を行った。その結果、下記のことが明らかとなった。 
 
第 1 章では、マウスアトピー性皮膚炎モデルにおける H4受容体拮抗薬の有効性の検討を
行った。H4受容体拮抗薬 JNJ7777120 は、Th2 タイプのアトピー性皮膚炎モデルにおいて、
掻痒を有意に抑制し、皮膚炎も改善した。一方、H1受容体拮抗薬である fexofenadine は掻痒
及び皮膚炎の改善効果は示さず、ステロイド性抗炎症薬である dexamethasone は掻痒を有意
に抑制したが皮膚炎の改善効果は見られなかった。JNJ7777120 は唯一、TNCB 塗布による
血清 IgE レベルの上昇や、マスト細胞数増加に対しても抑制効果を示した。これらの結果か
ら、アトピー性皮膚炎の新たな治療薬としての H4受容体拮抗薬の有効性が示唆された。 
 
第 2 章では、H4受容体拮抗薬による抗掻痒作用発現の機序に関する検討を行った。
JNJ7777120 はヒスタミン誘発掻痒において最も強い抑制作用を示し、サブスタンス P 及び
SLIGRL 誘発掻痒に対しても一定の抑制作用を示した。これらの結果より、JNJ7777120 の
抗掻痒作用は、皮膚内に発現する H4受容体を介したヒスタミンの作用を阻害することによ
る可能性が示唆された。ヒスタミンを介する掻痒反応においてについては H1受容体よりも
H4受容体の寄与が大きいことが示唆され、これまで H1受容体拮抗薬が奏効しないとされて
きたヒスタミンが関与する掻痒性疾患において、H4受容体拮抗薬が効果を示す可能性が示
された。 
 
第 3 章では、表皮ケラチノサイトの H4受容体を介した機能に関する検討を行った。ヒト
皮膚組織における免疫染色により、ヒスタミン H4受容体の表皮上層での強い発現が確認さ
れ、ヒト表皮株化ケラチノサイト HaCaT 及び正常ヒト表皮ケラチノサイト (NHEK) におい
て、分化誘導に伴う H4受容体の発現増加が確認された。また、HaCaT 及び NHEK を用いた
皮膚炎類似培養系において、JNJ7777120 が炎症性サイトカイン産生抑制作用を示し、H4受
容体作動薬 4-methylhistamine が炎症性サイトカイン産生増強作用を示すことを明らかにし
た。アトピー性皮膚炎を含む多くの炎症性皮膚疾患において、H4受容体拮抗薬が有効性を
示す可能性が示唆された。 
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以上、本研究において得られた知見により、皮膚に発現する H4受容体が掻痒及び炎症反
応のどちらにおいても機能を有することが示唆された (Fig. 4)。そして、H4受容体拮抗薬は
皮膚において抗掻痒及び抗炎症作用を有し、掻痒と炎症の両者が病態に密接に関与する掻
痒性疾患における、新たな治療薬のシーズとなり得る可能性を示すことができた。本研究
の成果が、有効な治療薬の少ない難治性掻痒治療の一助となることを期待したい。 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Expression and function of histamine H4R in dermal tissues.  
Keratinocytes increase expression of H4R following differentiation. Histamine, typically released by 
mast cells in the dermis, excites the primary sensory neurons via the activation of H4R and 
subsequently transmits the itch sensation.  
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